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Descripcion

[0001] La presente invencion se refiere a materia bioldgica, y en particular a un coronavirus respiratorio canino que esta
presente en perros teniendo enfermedad respiratoria infecciosa.

[0002] La enfermedad respiratoria infecciosa canina (ERIC) es una enfermedad altamente contagiosa comin en perros
alojados en condiciones congestionadas tales como sitios de acogida y perreras de internado o entrenamiento. Muchos
perros padecen Unicamente una tos leve y se recuperan después de poco tiempo, sin embargo en algunos casos puede
desarrolarse una bronconeumonia severa (Appel and Binn, 1987).

[0003] La patogénesis de ERIC esta considerada ser multifactorial, suponiendo varios virus y bacterias. Los agentes
infecciosos considerados como los mayores patégenos causantes de ERIC son parainfluenzavirus caninos ( PIVC)
(Binn et al.,1967), adenovirus canino tipo 2 (CAV-2) (Ditchfield et al., 1962) y la bacteria Bordetella bronchiseptica
(Bemis et al., 1977, Keil et al., 1998). También, virus de herpes canino, virus reo humano y especies de micoplasma
han sido aisladas de perros con sintomas de ERIC (Karpas et al., 1968, Lou and Wenner 1963, Randolph et al., 1993)
Factores adicionales como el estrés pueden ser importantes.

[0004] ERIC es raramente mortal pero retrasa la acogida de perros en sitios de rescate y causa trastorno de horarios en
perreras de entrenamiento asi como costes considerables de tratamiento.

[0005] Las vacunas estan disponibles contra algunos de los agentes infecciosos asociados con la enfermedad,
concretamente Bordetella bronchiseptica asi como CPIV y CAV-2. Sin embargo, a pesar del uso de estas vacunas,
ERIC es todavia prevalente en perreras por todo el mundo, lo cual es posiblemente debido a las vacunas que no
proporcionan proteccién contra todos lo agentes infecciosos involucrados en ERIC.

[0006] Hemos descubierto un coronavirus novedoso, que hemos llamado coronavirus respiratorio canino (CRCV ), en
una poblacién grande de perros en perreras con un historial de enfermedad respiratoria endémica, y hemos mostrado
gue este virus esta asociado con ERIC.

[0007] Se conoce que algunos miembros de la familia coronaviridae causan enfermedad respiratoria en humanos,
ganado bovino, aves de corral y ganado porcino (Makela et al., 1998, Pensaert et al., 1986, Ignjatovic and Sapats 2000).
Por ejemplo, el coronavirus respiratorio bovino estad asociado con la fiebre de embarque en ganado que es una
enfermedad respiratoria multifactorial (Storz et al., 2000).

[0008] Sin embargo, no se sospechaba que el coronavirus, tenia un papel en la patogénesis de ERIC. En efecto, con
Unicamente una excepcion, los coronavirus han sido declarados ser virus entéricos y causar diarrea aguda
principalmente en perros jovenes (por ejemplo, Tennant et al., 1993). En un gran estudio de virus involucrados en
enfermedades respiratorias caninas, Binn et al. (1979) declaré la deteccién de un coronavirus canino en el pulmén de un
solo perro que estd también infectado de SV5 y adenovirus canino 2, otros dos virus que estan asociados con
enfermedad respiratoria canina.

[0009] Existen de 30-40 vacunas de perro comercialmente disponibles en el Reino Unido para usar contra un niumero
de patégenos que pueden causar una gama de enfermedades, tales como enfermedades neuroldgicas, entéricas,
hepaticas y respiratorias. La mayoria de las vacunas contienen agentes microbianos tales como el virus moquillo, el
Adenovirus-2 Canino, parvovirus canino, virus parainfluenza canino y Leptospira canicola y L. icterohaemorrhagiae.
Ninguna de estas vacunas contiene coronavirus caninos.

[0010] Las vacunas de perro para uso contra enfermedades respiratorias caninas son comercializadas como vacunas
"tos de perrera " (ver abajo). Todas las vacunas contienen Bordetella bronchisepticum, que es una bacteria asociada
con "tos de perrera”.

[0011] Coyne M.J. & May S.W., (1995) en su articulo titulado "Considerations in using a canine coronavirus vaccine"
(publicado como un Boletin Técnico de Pfizer en Internet http://www.pfizer.com/ah/vet/tref/trbull/ ccv.html), lista
alrededor de 20 vacunas disponibles comercialmente contra bien coronavirus caninos solos o contra virus caninos
juntos con otros organismos. Cada una de estas vacunas es para la enfermedad entérica canina, y no hay sugerencia
de que un coronavirus canino puede estar asociado con la enfermedad respiratoria.

[0012] Las patentes Estadounidenses N° 6,057,436 y 6,372,224, ambas a Miller et al y asignadas a Pfizer, Inc.,
describen el gen Spike del coronavirus canino entérico y usos para el mismo, incluyendo su uso como una vacuna
contra la gastroenteritis. Ninguna de esas patentes sugiere que un coronavirus canino puede estar involucrado en ERIC.
[0013] Miembros de la familia de coronaviridae son virus envueltos, de 80-160nm de diametro, conteniendo un genoma
ARN lineal de cepa positiva. Las proteinas estructurales de coronavirus son la glucoproteina Spike (S), la glucoproteina
de membrana (M) y la proteina nucleocapsida (N). La glucoproteina hemaglutinina/esterasa (HE) es hallada Gnicamente
sobre la superficie de coronavirus de grupo Il (por ejemplo coronavirus bovino y virus de hepatitis de ratén) (Spaan et al,
1988). Mas detalles de la estructura de coronavirus pueden ser encontrados en el capitulo por Cavanagh et al titulado
"Coronviridae" p407-411, en "Virus Taxonomy, 6th Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses", pub.
Springer-Verlag Wein, New York, Eds. Murphy et al, que es incorporado aqui por referencia..

[0014] EI coronavirus respiratorio canino (CRCV) de la invencién puede estar caracterizado por un coronavirus presente
en los tractos respiratorios de perros con enfermedad respiratoria infecciosa. Para caracterizar mas CRCV, hemos
determinado la secuencia de 250 residuos nucleétidos de la polimerasa de CRCV (pol) ADNc (Figura 1) lo cual
corresponde a una secuencia parcial aminoacida 83 de la proteina de pol. (Figura 2). Hemos clonado también y
determinado la secuencia de los 4092 residuos nucle6tidos Spike CRCV (S) ADNc (Figura 3), correspondiendo a 1363
amino4cidos (Figura 4). También hemos determinado la secuencia de 497 residuos nucleétidos del gen de CRCV
hemaglutinina/esterasa (HE) (Figura 13), correspondientes a 165 aminoacidos (Figura 14). Hemos identificado que el
CRCV tiene una homologia sorprendentemente inferior al coronavirus canino entérico (CCV) mientras que tiene un nivel
inesperadamente elevado de homologia con el coronavirus bovino (cepa LY138 o Quebec) y coronavirus humano (cepa
0C43).

[0015] Un cultivo de "CRCV Spike D-1 ", que es XL1-Blue E. coli (Stratagene) conteniendo un plasmido pT7Blue2
(Novagen) cuyo inserto contiene una porcion del ADNc Spike de CRCV, ha sido depositada bajo el Tratado de Budapest
en NCIMB Ltd bajo el nimero de Registro NCIMB 41146 el 25 de Julio de 2002. El depositante de NCIMB 41146 es el
Royal Veterinary College, Royal College Street, London NW1 OTU, UK. La direccion de NCIMB Ltd es 23 St. Machar
Drive, Aberdeen, Scotland, AB24 3RY, UK.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2384445713

[0016] La relacion filogenética del CRCV con once conocidos coronavirus fue determinada basada sobre una
comparacion de la secuencia de 250 nucleétidos del gen pol de CRCV Yy las regiones correspondientes de los otros
virus (Figura 5). El coronavirus bovino (BCV), cepa OC43 del coronavirus humano (HCV) y virus de encefalomielitis
hemoglutinante ( HEV) fueron hallados estar mas cercanamente relacionados al CRCV, mientras que el CCV entérico
fue hallado estar Unicamente lejanamente relacionado con el CRCV.

[0017] Alrededor de los 250 residuos secuenciados del ADNc de pol, correspondientes a 83 aminoacidos, el CRCV
Unicamente tiene el 68.5% y el 75.9% de indentidad secuencial en los niveles de aminoacidos y nucleodtidos,
respectivamente, con la region equivalente del CCV entérico (cepa 1-71) gen pol (Genbank N° Registro. AF124986),
como se muestra en las Figuras 6y 7.

[0018] Alrededor de 4092 residuos nucleétidos secuenciados del gen de S CRCV, corresponden a 1363 aminoéacidos, el
CRCV tiene el 45% vy el 21.2% de identidad de secuencia en el nucledtido (Figura 8) y niveles de aminoéacido,
respectivamente, con la region equivalente del gen de S de CCV entérico (cepa 1-71).

[0019] EI CCV no es un coronavirus de grupo Il y no posee un gen HE, de ahi que no es posible determinar la extension
de la identidad de la secuencia entre este gen en CRCV y en el CCV entérico.

[0020] Excepto como se describe abajo, la identidad de porcentaje entre dos secuencias nucleétidas o dos secuencias
aminoacidas estaba determinada usando la version 34 de FASTA (Pearson WR. (1990) "Rapid and sensitive sequence
comparison with FASTP and FASTA". Methods Enzymol.;183:63-98). Las caracteristicas FASTA eran Penalizacion de
apertura de Gap -16 y Penalizacién de extension de Gap -4.

[0021] La identidad porcentual entre el CRCV y las secuencias Spike de CCV entéricas fue determinada usando la
version 10 de GCG (Genetics Computer Group, (1991), Program Manual for the GCG Package, Version 7, April 1991,
575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA 53711). Los parametros de GCG usados fueron: penalizacion de creacién
de Gap 50, penalizacion de extension de Gap 3 para ADN, y Penalizacion de creacion de Gap 8 y Penalizacién de
extension de Gap 2 para Proteina. Alineaciones de secuencia fueron realizadas usando ClustalX (Thompson et al.,
1997).

[0022] Para contrastar, sobre 350 residuos secuenciados del ADNc pol , CRCV tiene 98.8% de identidad de secuencia
con la regién equivalente del gen pol Quebec de la cepa de BCV (Genbank Accession No. AF220295), 98.4% de
identidad de secuencia con el gen pol LY138 de la cepa BCV (Genbank Accession No. AF124985) y 98.4% de la
identidad de la secuencia con el gen pol OC43 de HCV (Genbank Accession No. AF124989).

[0023] Existe Unicamente una diferencia de aminoacidos entre la proteina pol. de CRCV sobre los 83 aminoéacidos
secuenciados Yy las proteinas pol. de BCV, HCV y HEV que es que el CRCV tiene E (Glu) al contrario que D (Asp) en la
posicion correspondiente a la posicion 4975 en el genoma de BCV (Accession No. SWALL: Q91A29). Asi la proteina pol
de CRCV es 99% idéntica a las proteinas pol. de BCV, HCV y HEV por esta region.

[0024] Los cadigos de aminoacidos de una y tres letras de la IUPAC-IUB Biochemical Nomenclature Commission son
usados aqui.

[0025] Sobre los 497 residuos nucledtidos secuenciados, correspondientes a 165 aminoacidos, del gen HE, el CRCV
tiene 98.994% y 98.2% de identidad de secuencia con la regién equivalente del gen HE LY138 de cepa de BCV
(Genbank Accession No. AF058942) en los niveles aminoéacidos y nucleétidos respectivamente. El CRCV tiene 98.189%
(nucleétido) y el 98.2% (aminoacido) de identidad de secuencia con el gen HE coronavirus entérico humano (HECV)
(Genbank Accession No. L07747); 97.4% (nucledtido) y 95.2% (aminoacido) identidad de secuencia con el gen HE
0OC43 de HCV (Genbank Accession No. M76373); y 92.0% (nucledtido) y 93.9% (aminoacido) identidad con HEV
(Genbank Accession Nos. AF481863), como se muestra en las Figuras 15 y 16.

[0026] Como se muestra en las Figuras 16 y la Tabla 3, los tres aminoacidos que son diferentes entre la proteina HE de
CRCV y cada una de las proteinas S de BCV, HECV, HCV y HEV , con 165 aminoacidos de la proteina HE de CRCV,
son F (Phe) al contrario que L (Leu), N (Asn) al contrario que T (Thr), y L (Leu) al contrario que V (Val) en las posiciones
correspondientes a las posiciones 235, 242 y 253, respectivamente, en los genes HE de BCV, HECV, HCV OC43 y HEV
(Figura 16). Asi F en posicién 235, N en la posicién 242 y L en la posicion 253 podrian ser dicho aminoéacidos
especificos de proteina HE de CRCV.

[0027] Sobre 4092 residuos nucledtidos secuenciados, correspondientes a 1363 aminoacidos, del gen S de CRCV, el
CRCYV tiene 97.3% y 96% de identidad con la region equivalente de la cepa LY138 de BCV (Genbank Accession No.
AF058942) en los niveles de nucleétidos y aminoacidos respectivamente. EI CRCV tiene 96.9% (nucle6tido) y 95.2%
(aminoacido) de identidad con OC43 de cepa HCV (Genbank Accession No. Z32768), y el 83.8% (nucledtido) y el
80.4% (aminoacido) de identidad con HEV (Genbank Accession Nos. AF481863 (ADNc) y AAM 77000 (proteina)) como
se muestra en las Figuras 9y 10.

[0028] Los aminoéacidos que son diferentes entre la proteina S de CRCV y cada una de las proteinas S de BCV, HCV y
HEV, dentro de los 1363 aminodacidos de la proteina S de CRCV, estan listados en la Tabla 1 abajo. Asi los
aminoacidos listados en la Tabla 1 podria ser didecirse que son aminoacidos especificos de proteina S de CRCV. Los
aminoacidos estan enumerados desde el residuo inicial M al comienzo de la proteina CRCV, como se muesra en la
Figura 4.

Tabla 1: Lista de 39 aminoacidos especificos a la proteina S de CRCV que no estan presentes en las proteinas S
de BCV, HCV y HEV.

Posicién Aminoacido Posicién Aminoacido
103 Vv 692 G
118 \Y 695 S
166 D 757 W
171 M 758 G
179 K 763 Q
192 P 769 T
210 S 786 P
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235 H 792 H
267 F 818 R
407 M 828 V
436 S 887 F

440 | 933 D
447 | 977 F

501 F 1011 T
525 Y 1018 S
528 N 1063 K
540 L 1256 L

582 K 1257 M
608 G

RESUMEN DE LA INVENCION

[0029] La invencion proporciona una composicion de vacuna para vacunar perros. La composicion comprende un
coronavirus respiratorio canino (CRCV) lo cual comprende una proteina Spike (S) teniendo la secuencia aminoacida
listada en la Figura 4, o una proteina S coronaviral teniendo al menos 97% de identidad aminoacida con la secuencia
aminoécida de la Fig. 4, o un fragmento inmunogénico de la Fig. 4 de al menos 200 aminoacidos en extension, o un
acido nucleico que codifica dicha proteina S coronaviral o dicho fragmento inmunogénico de la Fig. 4. La proteina S
coronaviral en la composicién de vacuna puede tener al menos el 98% de identidad o al menos 99% de identidad con la
secuencia aminoacida de la Fig. 4. La proteina S coronaviral en la composicién de la vacuna puede ser una proteina
aislada o recombinante. La composicion de la vacuna puede también comprender un adyuvante aceptable
farmacéuticamente.

[0030] La composicon de la vacuna puede ademas comprender cualquiera 0 mas de un agente capaz de aumentar una
respuesta inmune en un perro contra el virus parainfluenza canino, un agente capaz de aumentar una respuesta inmune
en un perro contra el adenovirus tipo 2 canino, un agente capaz de aumentar una respuesta inmune en un perro contra
virus de herpes canino, y un agente capaz de aumentar una respuesta inmune en un perro contra Bordetella
bronchiseptica.

[0031] La invencion también proporciona una proteina S de coronavirus teniendo al menos 97% de identidad de
secuencia aminodacida con la secuencia listada en la Figura 4 para usar en medicina. La proteina S de coronavirus
puede ser una proteina aislada o recombinante.

[0032] La invencion ademas proporciona el uso de un coronavirus teniendo una proteina S con al menos 90% de
identidad aminoécida con la secuencia aminoacida de la Fig. 4 o una proteina S coronaviral teniendo al menos 90% de
identidad aminoacida con la secuencia aminoacida de la Fig. 4, o un fragmento inmunogénico de la misma, o un acido
nucleico que codifica dicha proteina S coronaviral de la misma, en la preparacién de un medicamento para estimular
una respuesta inmune contra coronavirus respiratorio canino en un perro o en la preparacion de un medicamento para
profilaxis de enfermedad respiratoria en un perro. El coronavirus puede comprender una proteina S teniendo al menos
95% de identidad aminoacida con la secuencia aminoacida de la Fig. 4 o puede comprende una proteina S teniendo la
secuencia aminoacida de SEC ID N°4. La proteina S coronaviral puede tener al menos 95% o al menos 97% de
identidad aminoé&cida con la secuencia aminoacida de la Fig. 4. La proteina S coronaviral puede comprender al menos
una de los aminoacidos especificos para la proteina S de CRCV en las posiciones listadas en la Tabla 1. La proteina S
coronaviral pude comprender la secuencia aminoacida de la Fig. 4. La proteina S coronaviral en la composicion de la
vacuna puede ser una proteina aislada o recombinante.

[0033] La invencién proporciona una composicion de vacuna para vacunar perros comprendiendo un coronavirus
respiratorio canino teniendo una proteina S con la secuencia aminoacida de la Figura 4, o una proteina S de coronavirus
teniendo al menos 97% de identidad aminoéacida de la proteina S de CRCV, o un fragmento inmunogénico de la Fig. 4
de al menos 200 aminoacidos en longitud, o &cido nucleica que codifica dicha proteina coronaviral o dicho fragmento
inmunogénico de la Fig. 4.

[0034] Preferentemente, la vacuna es envasada y presentada para uso en perros.

[0035] Modificaciones de proteinas tipicamente incluyen sustituciones de aminoacido para mejorar la antigenicidad de
la vacuna. Las proteinas de BCV, HCV y HEV pueden ser modificadas para ser mas como una proteina CRCV. Por
ejemplo, la proteina Spike de BCV, HCV o HEV puede ser modificada para incluir un aminoacido CRCV en cualquiera
de las diferencias mostradas en la comparacion en la Figura 10, o listada en la Tabla 1.

[0036] Las proteinas en las cuales uno o mas de los residuos de aminoacidos son quimicamente modificados, pueden
ser usadas siempre que la funcion de la proteina, concretamente la produccion de los anticuerpos especificos in vivo,
permanezca sustancialmente inalterada. Se aprecia que las proteinas sintetizadas pueden ser adecuadamente
modificadas antes o después de su sintetizado. Tales modificaciones incluyen formar sales con acidos o bases,
especialmente acidos organicos u inorganicos fisiolégicamente aceptables, formando un éster o amida de un grupo
carboxilo terminal, y uniendo grupos protectores de aminodacido tales como N-t-butéxicarbonilo. Tales modificaciones
pueden proteger el péptido de metabolismo in vivo.

[0037] La proteina puede estar presente como copias solas o multiples, por ejemplo repeticiones en tandem. Tal
tandem o repeticiones multiples puede ser suficientemente antigenico en si mismos para obviar el uso de un portador.
Puede ser ventajoso para la proteina el ser formada como un bucle, con los extremos N-terminal y C-terminal unidos
juntos, o al afiadir uno o0 mas residuos Cys a un extremo para incrementar antigenicidad y/o permitir puentes disulfuro a
ser formados. Si la proteina es covalentemente vinculada a un portador, preferentemente un polipéptido, entonces el
ajuste es preferiblemente tal que la proteina de la invencién forma un bucle.

[0038] De acuerdo a teorias inmunoldgicas actuales, deberia estar presente una funcién portadora en cualquiera de las
formulaciones inmunogénicas con el fin de estimular, 0 mejorar la estimulacién del, sistema inmune. Se piensa que los
mejores portadores incorporan (o, junto con el antigeno, crean) un epitopo de célula T. Los péptidos pueden ser
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asociados, por ejemplo por medio de reticulacion, con un portador separado, tal como albiminas de suero, mioglobina,
toxoides bacterianos y hemocianina de lapa californiana. Portadores mas recientemente desarrollados que inducen
ayuda de célula T en la respuesta inmune incluyen antigeno basico de hepatitis B (también llamado proteina
nucleocapsida), supuestos epitopos de célula T tales como Thr-Ala-Ser-Gly-Val- Ala-Glu-Thr-Thr-Asn-Cys,
betagalactosidasa y el péptido 163-171 de interleucina-1. El Gltimo compuesto puede ser considerado a veces como
portador y a veces como adyuvante o como ambos. Alternativamente, varias copias de las mismas o diferenes proteinas
de la invencion pueden ser reticuladas entre si; en esta situacion no hay portador separado como tal, pero una funcion
portadora puede estar proporcionada por tal reticulacion. Agentes de reticulacion adecuados incluyen aquellos listados
como tales en los catalogos Sigma y Pierce, por ejemplo glutaraldehido, carbodiimida y succinimidil 4-(N-
maleimidometil) carboxilato-1- ciclohexano, el Gltimo agente aprovechando el grupo SH en el residuo de cisteina C-
terminal (si esta presente).

[0039] Si la proteina esta preparada por expresion de una secuencia nucleétida adecuada en un huésped adecuado,
entonces puede ser ventajoso expresarla como un producto de fusiéon con una secuencia péptida que actua como un
portador. El sistema “ECOSOC” de Kabigen es un ejemplo de tal disposicién.

[0040] Se aprecia que el componente de coronavirus de la vacuna puede estar vinculado a otros antigenos para
proporcionar un efecto dual.

[0041] La proteina S de coronavirus en la composicion de la vacuna es una proteina S CRCV o de tipo CRCV como
aqui se define, o un fragmento inmunogénico de la secuencia listada en la Figura 4, de al menos 200 aminoacidos en
longitud.

[0042] La composicion de vacuna contiene una proteina S CRCV que comprende o consiste en la secuencia
aminodcida listada en la Figura 4, o una variante inmunogénica de la misma teniendo al menos 97% de identidad con la
secuencia listada en la Figura 4. Preferentemente, la variante tiene al menos 98%, o al menos 99% de la secuencia
aminoacida con la secuencia listada en la Figura 4. Mas preferentemente la variante tiene al menos 99.1 %, o al menos
99.2%, o al menos 99.3%, o al menos 99.4%, o al menos 99.5%, o al menos 99.6%, o al menos 99.7%, o al menos
99.8%, o al menos 99.9% de identidad de secuencia aminoacida con la secuencia listada en la Figura 4.

[0043] En otra realizacion preferente, la composicién de la vacuna comprende un CRCV.

[0044] En una realizacién preferente, el virus es un virus inactivo. Métodos para inactivar virus para uso en vacunas son
bien conocidos en la técnica. Métodos adecuados incluyen métodos quimicos, tales como betapropiolactona (BPL).
Vacunas de coronavirus bovinos inactivos pueden incluir BCV inactiva que es un compontente de vacunas bovinas tales
como "Rotovec Corona" de Schering-Plough (http://www.ukvet.co.uk/rotovec/scour.htm); "Lactovac" por Hoechst
Roussel Vet Ltd, (Veterinary Formulary 5th Edition del Veterinary Data Sheet Compendium); "First Defense" por
Immuncell Corp, USA; "Scour Bos 4" por Grand Laboraotries y "Scour Guard 3K" por Pfizer.

[0045] En una realizacién alternativa, el virus es un virus atenuado. Los métodos para atenuar virus para uso en
vacunas son bien conocidos en la técnica.

[0046] Preferentemente, la composicion de vacuna también comprende un adyuvante farmaceuticamente aceptable.
[0047] Preferentemente, cuando la vacuna comprende un acido nucleico, el acido nucleico codificando la proteina
corona viral o o dicho fragmento inmunogénico para usar como una vacuna es un polinucledtido S de CRCV o de tipo
CRCV. Mas preferentemente, el acido nucleico comprende o consiste de la secuencia nucle6tida listada en la Figura 3 o
Figura 13, o fragmentos de la misma.

[0048] Para uso de vacuna, el acido nucleico S de CRCV o de tipo CRCV puede ser proporcionado en varios vectores
replicantes (por ejemplo vacuna de adenovirus recombinante) o no replicantes (vacuna de ADN).

[0049] En una realizacion preferente, la vacuna puede contener proteina S recombinante de CRCV o de tipo CRCV, asi
como también otras proteinas coronavirus inmunogénicas tales como la proteina HE.

[0050] Como se ha tratado arriba, se conoce que varios agentes virales y bacterianos son sabidos estan asociados con
enfermedad respiratoria en perros, incluyendo virus parainfluenza canino (CPIV), adenovirus canino de tipo 2 (CAV-2),
herpesvirus canino (CHV), y Bordetella bronchiseptica (B. bronchiseptica).

[0051] En otra realizacion preferente, la vacuna puede contener proteina S recombinante de CRCV o de tipo CRCV, asi
como también otros organismos patogénicos involucrados en enfermedad respiratoria de perros tal como
parainfluenzavirus canino, adenovirus canino de tipo 2, la bacteria Bordetella bronchiseptica, herpesvirus canino,
reovirus humano y especies de micopasma, o proteinas inmunogénicas de ellos. De este modo la vacuna puede
contener un agente capaz de aumentar una respuesta inmune, tal como la produccion de anticuerpos contra CRCV, asi
como contra otros organismos patogénicos involucrados en enfermedad respiratoria de perros tal como CPIV, CAV-2, B
bronchiseptica y CHV.

[0052] En una realizacion, ademéas de contener un agente capaz de estimular la produccion de anticuerpos contra la
proteina S CRCV, la composicion de la vacuna ademas comprende uno o mas cualesquiera de:

(a) un agente capaz de aumentar una respuesta inmune en un perro contra CPIV;

(b) un agente capaz de aumentar una respuesta inmune en un perro contra CAV-2;

(c) un agente capaz de aumentar una respuesta inmune en un perro contra CHV; y

(d) un agente capaz de aumentar una respuesta inmune en un perro contra B. bronchiseptica.

[0053] De este modo la composicion de la vacuna puede comprender opcionalmente cualesquiera dos, o tres o todos
los cuatro de estos agentes adicionales (a), (b), (c) y (d).

[0054] Tipicamente, un agente capaz de aumentar una respuesta inmune en un perro contra CPIV comprende CPIV
inactivo o atenuado, o un fragmento inmunogénico del mismo, o un &cido nucleico codificando dicho fragmento
inmunogeénico.

[0055] Tipicamente, un agente capaz de aumentar una respuesta inmune en un perro contra CAV-2 comprende CAV-2
inactivo o atenuado, o un fragmento inmunogénico del mismo, o un &cido nucleico codificando dicho fragmento
inmunogeénico.

[0056] Adenovirus canino de tipo 1 causa hepatitis infecciosa; adenovirus canino de tipo 2 causa enfermedad
respiratoria. Se ha demostrado que CAV-1 proporciona proteccidon cruzada contra CAV-2 y viceversa. El agente que



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

ES 2384445713

aumenta una respueste inmune en un perro contra CAV-2 puede por tanto contener bien CAV-1 o CAV-2, 0 un
fragmento inmunogénico de los mismos. Las vacunas listadas abajo contienen CAV-2 excepto EURICAN DHPPI, que
no especifica el tipo de virus usado.

[0057] Agentes adecuados que aumentan una respuesta inmune en un perro contra CPIV y CAV-2 son conocidos para
una persona experta en la técnica. Por ejemplo, las siguientes vacunas de perro estan permitidas en el Reino Unido.
[0058] KAVAK DA2PiP69 por Fort Dodge Animal Health es una vacuna liofilizada seca viva conteniendo cepas
atenuadas de virus de moquillo, adenovirus canino de tipo 2, parainfluenza canina de tipo 2 y parvovirus canino criado
en cultivo de tejido.

[0059] KAVAK Parainfluenza por Fort Dodge Animal Health contiene vacuna liofilizada viva de una cepa atenuada de
virus parainfluenza canino de tipo 2 cultivado en una linea celular homéloga establecida.

[0060] NOBIVAC DHPPI por Intervet UK Limited es una vacuna de virus liofilizado atenuado conteniendo virus de
mogquillo, adenovirus canino de tipo 2, parvovirus canino y virus parainfluenza canino criado en cultivo de tejido de linea
celular.

[0061] NOBIVACKCby IntervetUKLimited es una vacuna liofilizada viva conteniendo B-C2 de cepa Bordetella
bronchiseptica y cepa Cornell de virus parainfluenza canino (esto es, una vacuna intranasal). Management authorisation
number Vm 06376/4026.

[0062] EURICANDHPPI por Merial Animal Health Ltd. es una vacuna liofilizada viva contra moquillo, hepatitis canina
infecciosa, parvovirus canino y virus parainfluenza canino de tipo 2.

[0063] VANGUARD 7 por Pfizer Ltd. contiene virus de moquillo atenuado vivo (Snyder Hill strain), adenovirus (CAV-2
cepa Manhattan), virus parainfluenza (cepa NL-CPI-5), parvovirus canino (NL-35-D) propagado en una linea celular
establecida, y un cultivo inactivo de Leptospira canicola y Leptospire icterohaemorrhagiae.

[0064] QUANTUM DOG 7 por Schering-Plough Animal Health contiene moquillo, adenovirus de tipo 2, parvovirus,
vacuna de virus parainfluenza de tipo 2 (viva) y vacuna Leptospira canicola y Leptospira icterohaemorrhagiae activo.
[0065] CANIGEN DHPPi por Virbac Ltd. es una vacuna de virus atenuado liofilizado conteniendo virus de moquillo,
adenovirus canino (CAV?2), parvovirus canino y virus parainfluenza canino cultivado en cultivo de tejido de linea celular.
[0066] CANIGEN Ppi por Virbac Ltd. es una vacuna de virus liofilizado vivo atenuado, conteniendo parvovirus canino y
virus parainfluenza canino cultivado en cultivo de tejido de linea celular. Tipicamente, un agente capaz de aumentar la
respuesta inmune en un perro contra CHV comprende CHV atenuado o inactivo, o un fragmento inmunogénico de los
mismos, o un acido nucleico codificando dicho fragmento inmunogénico.

[0067] Agentes adecuados que aumentan una respuesta inmune en un perro contra CHV son conocidos para una
persona con conocimiento en la técnica. Por ejemplo EURICAN Herpes 205 por Merial es una vacuna subunidad
purificada contra herpesvirus canino que es indicada para la inmunizacion activa de hembras prefiadas para prevenir la
mortalidad, signos y lesiones clinicas en cachorros resultantes de infecciones de herpesvirus canino adquiridos en los
primeros dias de vida. No esta licenciada para la vacunacién de perros adultos para prevencion de enfermedad
respiratoria.

[0068] Tipicamente, una agente capaz de aumentar una respuesta inmune en un perro contra B. bronchiseptica
comprende B.bronchiseptica inactivo o atenuado, o un fragmento inmunogénico del mismo, o un acido nucleico
codificando dicho fragmento inmunogénico.

[0069] Agentes adecuados que aumentan una respuesta inmune en un perro contra B. bronchiseptica son conocidos
para una persona entendida en la materia. Por ejemplo, las siguientes vacunas de perro son permitidas para uso.

[0070] COUG14GUARD-B® por Pfizer Animal Health (U.S. Vet. Lic. No.: 189) contiene un cultivo de B. bronchiseptica
inactivo. Es para la inmunizacion de perros saludables contra enfermedad causada por B. bronchiseptica, en particular
tos de perrera. COUGHGUARD-B® es preparada de una cepa de B. bronchiseptica altamente antigénica que ha sido
inactivada y procesada para no ser téxica cuando se administre a perros. Se informa que el método de produccion deja
intactas las propiedades inmunogénicas de B. bronchiseptica .

[0071] VANGUARD® 5/B por Pfizer Animal Health (U. S. Vet. Lic. No.: 189) contiene cepas atenuadas de virus de
moquillo (CDV), CAV-2, CPIV, y parvovirus canino (CPV) propagado en una linea celular canina establecida. El
antigeno de CPV fue atenuada por paso bajo en la linea celular canina y en ese nivel de paso tiene propiedades
inmunogénicas capaces de anular anticuerpos maternos. La vacuna es envasada en forma liofilizada con gas inerte en
lugar en vacio. EI componente bacteriano conteniendo cultivos enteros inactivos de B. bronchiseptica es suministrado
como diluyente. EI componente B. bronchiseptica en VANGUARDS® 5/B es preparado de una cepa altamente
antigénica que ha sido inactivada y procesada para no ser tdxica cuando se administre a perros. NASAGUARO-B™ por
Pfizer Animal Health (U.S. Vet. Lic. No.: 112) estd compuesta de un cultivo vivo avirulento de B. broonchiseptica
bacteria.

[0072] PROGARD®-KC por Intervet es una vacuna intranasal viva modificada conteniendo virus parainfluenza canino
atenuado Yy cultivo vivo avirulento de Bordetella bronchiseptica. PROGARD®-KC es presentado en forma disecada con
diluyente estéril proporcionado para reconstitucion. PROGARD®-KC es para vacunacion de cachorros y perros
saludables susceptibles para prevencion de traqueobronquitis infecciosa canina ("tos de perrera") debido a virus
parainfluenza canino y B. bronchiseptica.

[0073] PROGARD®-KC PLUS por Intervet contiene cultivo vivo de cepas avirulentas de a B bronchiseptica, adenovirus
canino atenuado de tipo 2 y virus parainfluenza para administracion intranasal. La vacunacion con PROGARD®-KC Plus
estimula inmunidad rapida local en el tracto respiratorio, inhibiendo de este modo la infeccién al puerto de entrada asi
como previniendo signos clinicos. Ademas de para inmunidad local, también estimula inmunidad sistematica dentro de
las tres semanas de administracion intranasal. El pequefio volumen (0.4 ml) y la aplicacion por una fosa nasal
PROGARD®-KC Plus proporciona facilidad en la vacunacion, particularmente en razas pequefas y cachorros jovenes.
PROGARD®-KC Plus es presentada en forma desecada con diluyente estéril proporcionado para reconstitucion.
PROGARD®-KC PLUS es para vacunacion de perros saludables y cachorros de tres semanas de edad o mayores para
prevencion de traqueobronquitis infecciosa canina ("tos de perrera") debida a adenovirus canino de tipo 2, virus
parainfluenza y B. bronchiseptica.

[0074] Intrac por Intervet es una vacuna viva liofilizada, conteniendo cepa de B. bronchiseptica S 55, para
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administracion intranasal. Nimero de licencia de producto PL 0201/4011

[0075] Nobivac KC, descrito arriba, también contiene B. bronchiseptica.

[0076] La vacunacion seria Util especialmente pero no exclusivamente para perros antes de entrar a una perrera de
internado o para la vacunacién de perros en instalaciones de reproduccion.

[0077] Una dosis tipica de una vacuna compuesta de proteina recombinante es alrededor de 5-10 pg. Una dosis tipica
de una vacuna compuesta de virus inactivo es alrededor de 1-10 mg.

[0078] La invencion proporciona el uso de (i) un coronavirus teniendo una proteina S con al menos 90% de identidad
aminoacida con la proteina S CRCV, o un fragmento de la misma, o un &cido nucleico codificando dicha proteina S
coronaviral o fragmento inmunogénico de la misma, o un &cido nucleico codificando dicha proteina S coronaviral o
fragmento inmunogénico de la misma, en la preparacién de un medicamento para estimular una respuesta inmune
contra CRCV en un perro.

[0079] La invencidn incluye el uso de (i) un coronavirus teniendo una proteina S con al menos 90% de identidad
aminodcida con la proteina S CRCV o un fragmento inmunogénico de la misma, o un acido nucleico codificando dicha
proteina coronaviral o fragmento inmunogénico de la misma, en la preparacién de un medicamento para profilaxis de
enfermedad respiratoria en un perro, tipicamente ERIC.

[0080] Cuando una proteina coronavirus, o un fragmento inmunogénico de la misma, es usado en la preparacion del
medicamento, la proteina preferentemente tiene al menos 90%, o al menos 95% de identidad aminoacida con la porcion
correspondiente de la proteina S de CRCV.

[0081] Preferentemente, la proteina coronaviral usada en la preparacion del medicamento es una proteina CRCV, o una
modificacion de la misma, como se describe aqui.

[0082] La proteina coronaviral usada en la preparacion del medicamento comprende una proteina S CRCV O de tipo
CRCV como se define aqui o un fragmento inmunogénico de la misma.

[0083] Mas preferentemente, la proteina coronaviral usada en la preparacion del medicamento comprende o consiste de
la secuencia aminoacida listada en la Figura 4, o una variante inmunogénica de la misma teniendo al menos 97%
deidentidad con la secuencia listada en la Figura 4. Preferentemente, la variante tiene al menos 98%, o al menos 99%
de secuencia aminoacida con la secuencia listada en la Figura 4. Mas preferentemente la variante tiene al menos
99.1%, o al menos 99.2%, o al menos 99.3%, o al menos 99.4%, o al menos 99.5%, o al menos 99.6%, o al menos
99.7%, o al menos 99.8%, o al menos 99.9% de identidad de secuencia amino4cida con la secuencia listada en la
Figura 4.

[0084] Cuando un coronavirus es usado en la preparacion de un medicamento, el coronavirus comprende una proteina
S con al menos 90%, o al menos 95% de identidad aminoacida con la proteina S CRCV.

[0085] Adicionalmente el coronavirus puede comprender una proteina HE con al menos 90%, o al menos 95% de
identidad aminoacida con la proteina HE de BCV. Mas preferentemente el coronavirus comprende una proteina HE con
al menos 96%, o al menos 97%, o al menos 98%, o al menos 99% de identidad aminoacida con la proteina HE de
CRCV.

[0086] La invencién también proporciona una proteina S CRCV o de tipo CRCV teniendo al menos 97% de identidad de
secuencia con la secuencia listada en la Figura 4 para uso en medicina. Tipicamente, la proteina S sera usada en
medicina veterinaria.

[0087] Tipicamente, la vacuna sera apropiada para la administraciébn por vias intramusculares, subcutdneas o
intranasales.

[0088] La proteina S coronavirus, o fragmento de la misma, en el medicamento puede tener al menos 90% de identidad
de secuencia aminoacida con la proteina S CRCV cuya secuencia aminoacida es listada en la Figura 4, y teniendo al
menos uno de V en la posicién 103; V en la posicion 118; D en la posiciéon 166; M en la posiciéon 171; K en la posicion
179; P en la posicion 192; S en la posicién 210; H at position 235; F en la posicién 267; F en la posicién 388; M en la
posicion 407; S en la posicion 436; | en la posicidn 440; | en la posicién 447; F en la posicidon 501; Y en la posicién 525;
N en la posicién 528; L en la posicion 540; K en la posicion 582; G en la posicién 608; G en la posicién 692; S en la
posicién 695; W en la posicion 757; G en la posicién 758; Q en la posicion 763; T en la posicion 769; P en la posicion
786; H en la posicion 792; R en la posicién 818; P en la posicion 827; V en la posicion 828; F en la posicion 887; D en la
posicion 933; F en la posicion 977; T en la posicion 1011; S en la posicién 1018; K en la posicion 1063; L en la posicion
1256; y M en la posicion 1257. Los aminoacidos estan enumerado a partir de la M inicial al principio de la proteina S
CRCV, como listado en la Figura 4.

[0089] Se aprecia que la secuencia parcial nucleétida de S CRCV puede estar facilmente determinada por una persona
con conocimiento normal en la técnica al secuenciar la insercion del plasmido contenido en la cepa de E. coli D-1 de
CRCV, que ha sido depositada bajo el Tratado de Budapest en NCIMB Ltd. bajo numero de Registro NCIMB 41146 en
25 Julio 2002. Ademas, este ADN puede ser usado como una sonda de hibridizaciéon, o como la base para el disefio de
sondas, en el aislamiento de &cido nucleico de CRCV en perros.

[0090] Para evitar toda duda, el medicamento puede incluir proteina S coronavirus, o framgmento de la misma, teniendo
al menos 90% de identidad de secuencia aminoacida con la proteina S de CRCV de la Fig. 4, y comprendiendo al
menos uno de los aminoacidos especificos para la proteina S CRCV en la posicién listada en la Tabla 1.

[0091] Por "proteina” también incluimos el significado de glucoproteina. La secuencia aminoacida de una glucoproteina
se refiere a la secuencia aminoéacida del eje de polipéptido de la glucoproteina, independientemente del tipo, nimero,
secuencia y posicion de los azUcares unidos a ésta.

[0092] Tipicamente, la invencion incluye una proteina aislada o recombinante, y no una proteina CRCV inalterada
presente como un componente CRCV.

[0093] El medicamento puede incluir una proteina S coronavirus, o fragmento de la misma, teniendo al menos 91% de
identidad de secuencia aminoacida con la proteina S de CRCV de la Fig. 4), al menos 92%, o al menos 93%, o al
menos 94%, o al menos 95%, o al menos 96%, o al menos el 97%, o al menos 98%, o al menos 99% de identidad de
secuencia aminoacida con la proteina S CRCV, y comprendiendo al menos uno de los amino&cidos especificos para la
proteina S CRCV en la posicion listada en la Tabla 1.

[0094] El medicamento puede también incluir una proteina S coronavirus, o fragmento de la misma, teniendo al menos
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90% o al menos 95% de identidad de secuencia aminoéacida con la proteina S CRCV de la Fig. 4), y comprendiendo al
menos 2, o al menos 3, o al menos 4, o al menos 5, o0 al menos 6, o al menos 7, o al menos 8, o al menos 9, o al menos
10, o al menos 11, o al menos 12, o al menos 13, o al menos 14, o al menos 15, o al menos 16, o al menos 17, o al
menos 18, o al menos 19, o al menos 20, o al menos 21, o al menos 22, o al menos 23, o al menos 24, o al menos 25, 0
al menos 26, o al menos 27, o al menos 28, o al menos 29, o al menos 30, o al menos 31, o al menos 32, o al menos
33, 0 al menos 34, o al menos 35, o0 al menos 36, o al menos 37, o al menos 38 de los aminoacidos especificos para la
proteina S CRCV en las posiciones listadas en la Tabla 1.

[0095] Preferentemente, la proteina S coronavirus, o fragmento del mismo que comprende todos los 39 de los residuos
aminoacidos especificos para la proteina S CRCV en las posiciones listadas en la Tabla 1.

[0096] El medicamento puede incluir una proteina S BCV, HCV o HEV o fragmento de la misma, que ha sido modificado
en al menos una posicion listado en la Tabla 1 para parecerse a la proteina S CRCV .

[0097] Preferentemente, la proteina S coronavirus usada en la invencion es una proteina S CRCV que comprende o
consiste de la secuencia listada en la Figura 4 ), o una variante de la misma con al menos 97% de identidad con la
secuencia listada en la Figura 4. Preferentemente, la variante tiene al menos 98%, o al menos 99% de la identidad de
secuencia aminoacida con la secuencia listada en la Figura 4. Mas preferentemente la variante tiene al menos 99.1%, o
al menos 99.2%, o al menos 99.3%, o al menos 99.4%, o al menos 99.5%, o al menos 99.6%, o al menos 99.7%, o al
menos 99.8%, o al menos 99.9% de identidad de secuencia aminoacida con la secuencia listada en la Figura 4.

[0098] Asi la variante de la proteina S coronavirus usada en la invencion incluye una proteina que comprende o
consiste en la secuencia listada en la Figura 4) pero tiene entre 1 y 40 diferencias amino&cidas con la secuencia listada
en la Figura 4. Mas preferentemente la variante tiene menos de 35, menos de 30, o menos de 25, o menos de 20, o
menos de 15,010 09080706 0504 0302 diferencias aminoacidas, o una sola diferencia aminoacida, con la
secuencia listada en la Figura 4.

[0099] EI fragmento de la proteina S CRCV puede comprender un fragmento de la secuencia listada en la Figura 4) que
comprende al menos uno de los aminoacidos especificos para la proteina S CRCV en la posicion listada en la Tabla 1.
[0100] Las proteinas S coronavirus como definidas arriba pueden estar calificados aqui proteinas "CRCV" o "de tipo
CRCV".

[0101] Una "proteina S CRCV" es una proteina S o fragmento de la misma que tiene la secuencia aminoacida S CRCV
nativa como listada en la Figura 4), o un fragmento de la misma que comprende al menos uno de los amino&cidos
especificos para una proteina S CRCV en las posiciones listadas en la Tabla 1.

[0102] Una "proteina S de tipo CRCV " es una proteina S o fragmento de la misma que no tiene secuencia aminoéacida
idéntica a la secuencia aminoacida S CRCV nativa (Figura 4), pero tiene al menos 90% de la identidad de la secuencia
con la correspondiente region de la proteina S CRCV, y preferentemente tiene al menos uno de los aminoacidos
especificos para una proteina S CRCV en las posiciones listadas en la Tabla 1.

[0103] Una "proteina S de tipo CRCV " también incluye una proteina S que no tiene una secuencia aminoacida idéntica
a la secuencia aminoacida S CRCV nativa S (Figura 4), pero comprende o consiste de una variante de la secuencia
listada en la Figura 4 con al menos 97% de identidad con la secuencia listada en la Figura 4. Preferentemente, la
variante tiene al menos 98%, o al menos 99% de identidad de la secuencia amino4cida con la secuencia listada en la
Figura 4. Mas preferentemente la variante tiene al menos 99.1%, o al menos 99.2%, o al menos 99.3%, o al menos
99.4%, o al menos 99.5%, o al menos 99.6%, o al menos 99.7%, o al menos 99.8%, o al menos 99.9% de la identidad
de secuencia aminoacida con la secuencia listada en la Figura 4.

[0104] Preferentemente, la proteina CRCV o de tipo CRCV, o fragmento de la misma, tiene una longitud de al menos
200, o al menos 300, o al menos 400, o al menos 500, o al menos 600, o al menos 700, o al menos 800, o al menos
900, o al menos 1,000, o al menos 1,100, o al menos 1,200 aminoacidos.

[0105] Preferentemente, la proteina CRCV o de tipo CRCV, o fragmento de la misma, tiene menos de unos 1,300
aminoécidos de longitud. M&s preferentemente la proteina CRCV o de tipo CRCV, o fragmento del mismo, tiene menos
de alrededor de 1,200, tiene menos de alrededor de 1,100, tiene menos de alrededor de 1,000, tiene menos de
alrededor de 900, tiene menos de alrededor de 800, tiene menos de alrededor de 700, tiene menos de alrededor de
600, tiene menos de alrededor de 500, tiene menos de alrededor de 400, tiene menos de alrededor de 300 aminoacidos
de longitud.

[0106] Proteinas CRCV pueden estar aisladas de CRCV, o pueden ser hechas usando técnicas de quimica de proteina
por ejemplo usando proteolisis parcial de proteinas aislada (bien exoliticamente o endoliticamente), o por sintesis ex
novo. Alternativamente, las proteinas CRCV, asi como las proteinas de tipo CRCV, pueden hacerse por tecnologia de
ADN recombinante. Técnicas adecuadas para clonacién, manipulacion, modificacion y expresién de &cidos nucleicos, y
purificacion de proteinas expresadas, son bien conocidas en la técnica y son descritas por ejemplo en Sambrook et al
(2001)"Molecular Cloning, a Laboratory Manual", 3rd edition, Sambrook et al (eds), Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, USA.

[0107] Fragmentos mas cortos de proteinas CRCV y de tipo CRCV, por ejemplo péptidos, pueden ser sintetizados
usando técnicas standard. Péptidos pueden estar sintetizados por el modo poliamida Fmoc de sintesis de péptido de
fase soélida como descrito por Lu et al (1981) J. Org. Chen. 46,3433 y referencias del mismo. Proteccion de grupo N-
amino temporal es llevada a cabo por el grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc). Escisién repetitiva de este grupo de
proteccién base labil es efectuada usando 20% de piperidina en N, N-dimetilformamida. Las funcionalidades de cadena
laterial pueden ser protegidas como sus éteres de butilo (en el caso de treonina de serin y tirosina), ésteres de butilo (en
el caso de acido glutamico y acido aspartico), derivado de butiloxicarbonil (en el caso de lisina y histidina), derivado de
tritilo (en el caso de cisteina) y derivado de 4-metoxi-2,3, 6- trimetilbencenosulfonilo (en el caso de arginina).

[0108] Donde glutamina o asparagina son residuos terminales C, se hace uso del grupo 4,4’-dimetoxibenzhidrilo para
proteccion de las funcionalidades amida de cadena lateral. El soporte de la fase sélida esta basado en un polimero
polidimetil-acrilamida constituido de los tres mondmeros dimetilacrilamida (mondémero-eje central), diamina de
bisacriloiletileno (reticulante) y éster de metilo acriloilsarcosina (agente funcional). El agente unido escindible péptido-a-
resina usado es el derivado de &cido 4-hidroximetil-fenoxiacético acido-labil. Todos los derivados aminoacidos son
afiadidos como sus derivados anhidridos simetricos preformados con la excepcion de asparagina y glutamina, las
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cuales son afiadidas usando un procedimiento de acoplamiento inverso mediado por N, N-diciclohexilo- carbodiimida/1-
hidroxibenzotriazola . Todas las reacciones de acoplamiento y desproteccién son controladas usando procedimientos de
ensayo de ninhidrina, &cido sulfénico trinitrobenceno o isotina. Una vez terminada la sintesis, los péptidos son
escindidos del soporte de resina con eliminacién concomitante de grupos de proteccion de cadena lateral por medio de
tratamiento con 95% de &cido trifluoroacetico conteniendo un 50% de mezcla de barredores. Los barredores usados
comUnmente son aretaneditiol, fenol, anisol y agua, dependiendo la eleccién exacta de los aminoacidos constituyentes
del péptido que es sintetizado. Acido trifluoroacetico es eliminado por evaporacion in vacuo, con posterior trituracion con
éter dietilo otorgando el péptido crudo. Cualquier barredor presente se elimina por un simple procedimiento de
extraccion que en liofilizacion de fase acuosa otorga el péptido crudo libre de barredores. Reactivos para sintesis de
péptidos estan generalmente disponibles de Calbiochem-Novabiochem (UK) Ltd, Nottingham NG7 2QJ, UK. La
purificacion puede ser efectuada por una cualquiera, 0 una combinacion de, técnicas tales como cromotografia de
exclusion por tamafios, cromotografia de intercambio de iones y (principalmente) cromotografia liquida de alto
rendimiento de fase inversa. El analisis de péptidos puede ser llevado a cabo usando cromotografia de capa fina,
cromotografia liqguida de alto rendimiento de fase inversa, analisis de aminoacidos después de hidrélisis acida y por
andlisis espectometrico de cromotografia de capa de masas del bombardeo veloz de atomos (BVA), cromotografia
liguida de alto rendimiento de fase invertida, analisis aminoacido tras hidrolisis acida y por medio de andlisis
espectrométrico de masas por bombardeo de atomos rapidos (FAB).

[0109] Un polinucleétido que codifica una proteina S CRCV o de tipo CRCV o el complemento de la misma, puede ser
usado para crear la proteina S.

[0110] Preferentemente, el polinucledtido codifica una S de CRCV.

[0111] More preferentemente, el polinucleétido codificando la proteina S CRCV comprende o consiste de la secuencia
listada en la Figura 3.

[0112] Se aprecia que la secuencia listada en la Figura 3) contiene una Y en la posicion 3531, que se refiere a o bien C
o T. En ambos casos el correspondiente aminoécido es lle. Asi un polinucleétido codificando una proteina S CRCV que
comprende o consiste en la secuencia listada en la Figura 3, puede tener C en la posicion 3531. Ademas del
polinucledtido codificando una proteina S CRCV que comprende o consiste de la secuencia listada en la Figura 3,
puede tener T en la posicion 3531.

[0113] El polinucledtido S CRCV puede comprender un fragmento de la secuencia listada en la Figura 3, que codifica
una proteina teniendo al menos uno de los aminoacidos especificos para la proteina S CRCV en la posicion listada en la
S Tabla 1, o el complemento del mismo.

[0114] Se refiere aqui a los polinucle6tidos como se definen arriba como polinucleétidos CRCV o o de tipo CRCV.
[0115] Un "polinucleétido de tipo CRCV" es un polinucleétido que no tiene una secuencia base idéntica a todoa o un
fragmento de la secuencia ADNc de CRCV nativa como listada en la Figura 3, pero que codifica una proteina S CRCV o
de tipo CRCV como definido arriba, o el complemento del mismo.

[0116] ElI CRCV es un virus ARN de cepa positiva. El polinucleétido puede ser ADN o ARN. El ARN puede ser ARN de
cepa positiva o negativa. El ADN puede ser ADN de una sola cepa o doble cepa. single or double stranded ADN.

[0117] Técnicas apropiadas para clonar y secuenciar un ADNc de un virus de ARN de cepa positiva tal como CRCV
son bien conocidas en la técnica y son descritas por ejemplo en Sambrook et al 2001

[0118] Los polinucleétidos de CRCV o de tipo CRCV pueden ser de cualquier tamafio adecuado. Sin embargo, para
ciertos propdsitos, tal como detectar o amplificar, es preferido si el acido nucleico tiene menos de 3,000, mas
preferentemente menos de 1000, mas preferentemente ain de 10 a 100, y de preferencia adicional de 15 a 30 pares de
bases (si el acido nucleico es bicatenario) o bases (si el acido nucleico es de una sola cadena ). Como es descrito de
modo mas completo abajo, oligonucledtidos de ADN de una sola cadena, adecuados para usar como detectores de
hibridizacion o como iniciadores en una reaccion en cadena de polimerasa, son particularmente preferidos.

[0119] Oligonucleétidos que pueden amplificar especificamente, o hibridizar a polinucleétidos S de CRCV, al contrario
que polinucleétidos BCV, HCV, HEV o S CCV entéricos S, pol o HE, son particularmente preferidos. Los
oligonucledtidos adecuados pueden determinarse por una persona experta en la técnica por referencia a las
comparaciones de la secuencia nucledtida en las Figuras 6, 8, 9 y 15.

[0120] Se aprecia que los oligonucledtidos CRCV o de tipo CRCV pueden, incluso bajo condiciones altamente
rigurosas, hibridizar al acido nucleico, sea ARN o ADN, de HCV, BCV, y HEV asi como CRCV. Sin embargo, se prefiere
si los oligonucledtidos CRCV o de tipo CRCV hibridizan a acido nucleico de CRCV bajo condiciones mas astringenes
que al &cido nucleico de HCV, BCV or HEV. Esto puede ser determinado bien experimentalmente o por una
comparacion de la secuencia oligonucleétida con las secuencias respectivas de CRCV, HCV, BCV and HEV, como es
bien sabido para una persona experta en la técnica. (Sambrook et al 2001).

[0121] Preferentemente, los oligonucle6tidos no hibridizan acidos nucleicos CCV entéricos bajo condiciones rigurosas
(ver abajo)

[0122] Convenientemente, los polinucledtidos u oligonucledtidos de CRCV o de tipo CRCV ademas comprenden una
etigueta detectable.

[0123] Por "etiqueta detectable” se incluye cualquier etiqueta conveniente radioactiva tal como **P, **P o **S las cuales
puede ser incorporadas facilmente dentro de una molécula de acido nucleico usando métodos bien conocidos; es
también incluida cualquier etiqueta quimiluminiscente o fluorescente conveniente que pueda ser facilmente incorporada
dentro de un &cido nucleico. Ademas el término “etiqueta detectable” también incluye una fraccion que puede ser
detectada por medio de enlace a otra fraccién (tal como biotina que puede ser detectada al enlazar una streptavidina); y
una fraccion, tal como un enzima, que puede ser detectado en base a su capacidad para convertir un compuesto
incoloro en un compuesto de color, o viceversa (por ejemplo, la fosfotasa alcalina puede convertir o- nitrofenilfosfato
incoloro en o-nitrofenol con color). Convenientemente, la sonda de acido nucleico puede ocupar una cierta posicion en
un orden fijado y si un acido nucleico hibridiza a esto puede determinarse por referencia a la posicién de hibridizacién en
el orden fijado.

[0124] Etiquetar con [32P] dCTP puede ser llevado a cabo usando un kit de etiquetado iniciador aleatorio Rediprime®
suministrado por Amersham.
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[0125] Iniciadores que son adecuados para uso en una reaccidon en cadena de polimerasa (PCR; Saiki et al (1988)
Science 239, 487-491) son preferidos. Iniciadores de PCR adecuados pueden tener las siguientes propiedades:

[0126] Es bien sabido que la secuencia en el extremo 5’ del oligonucledtido no necesitan combinar con la secuencia
objetivo para ser amplificada.

[0127] Es comun que los iniciadores de PCR no contengan ninguna estructura complementaria de ellos més largas que
2 bases, especialmente en sus extremos 3’, porque este rasgo puede promover la formacion de un producto artefactual
llamado "dimero iniciador". Cuando los extremos 3’ de los dos iniciadores hibridizan, forman un complejo "molde
iniciado”, y la extension iniciadora resulta en un producto corto duplex llamado " dimero iniciador ".

[0128] Una estructura secundaria interna debiera ser evitada en iniciadores. Para PCR simetricos, un contenido de 40-
60% de G+C es recomendado a menudo para ambos iniciadores, con tramos no largos de cualquier base. Los calculos
clasicos de temperatura de fusion usados en conjuncién con estudios de deteccion de hibridizacién de ADN a menudo
predicen que un iniciador dado deberia flamear a una temperatura especifica o que los 72° de temperatura de extension
disociaran el hibrido iniciador/ molde prematuramente. En la préactica, los hibridos son mas efectivos en el proceso de
PCR que lo que generalmente se predice por calculos simples de Tp.

[0129] Temperaturas de flameado 6ptimas pueden ser determinadas empiricamente y pueder ser mas elevadas que las
predichas. La polimerasa de ADN Tag tiene actividad en la region 37-55°C, de forma que la extension iniciadora ocurrira
durante el paso de flameado y el hibrido sera estabilizado. Las concentraciones de los iniciadores iniciadores son
iguales en PCR convencionales (simetricas) y, tipicamente, dentro de 0.1 un rango de 0.1-to IuM.

[0130] Sera ademas apreciado que si una reaccion de amplificacién de control va a ser llevada a cabo, por ejemplo
usando iniciadores complementarios a un gen expresado ubicuamente, puede ser beneficioso que los productos del
control y productos de CRCV o de tipo CRCV sean de diferentes tamafos, de forma que los dos productos pueden ser
distinguidos por los medios de deteccion empleados, por ejemplo por movilidad en electrophoresis de gel agarosa. Sin
embargo, puede ser deseable que los dos productos sean de tamafio similar, por ejemplo ambos entre 100 y 1000, o
entre 100 y 600 nucledtides de largo. Esto puede ayudar al andlisis de los productos, por ejemplo por electroforesis, y
puede también significar que el control y las reacciones de amplificacion de CRCV o de tipo CRCV pueden tener unas
caracteristicas de rendimiento similares, en términos, por ejemplo de indices relativos de acumulacion de producto en
diferentes etapas durante la reaccion.

[0131] Cualquiera de los protocoles de amplificacion de acido nucleico puede ser usado incluyendo la reacion en
cadena de polimerasa, QBreplicase y ligasa. También, NASBA (amplificacion basada en la secuencia acido nucleico )
también llamada 3SR, puede ser usado como descrito por Compton (1991) Nature 350, 91-92 and AIDS (1993), Vol 7
(Suppl 2), S108 o SDA (amplificacién de desplazamiento de cadena) puede ser usada como descrito por Walker et al
(1992) Nucl. Acids Res. 20,1691-1696. La reaccion en cadena de polimerasa es preferida particularmente por su
simplicidad.

[0132] Cuando un par de acidos nucleicos adecuados de la invencion son usados en un PCR es conveniente detectar el
producto por gel de electroforesis y coloracion de bromuro de etidio. Como una alternativa, es conveniente usar un
oligonucledtido etiquetado capaz de hibridizar al ADN amplificado como una sonda. Cuando la amplificacion es por PCR
la sonda de oligonucledétido hibridiza a la secuencia interiniciadora como se define por los dos iniciadores iniciadores. La
sonda oligonucleétida tiene preferentemente entre 10 y 50 nucledtidos de longitud, mas preferentemente entre 15y 30
nucledtidos de longitud. Puede ser mas larga que el ADN amplificado o incluir uno 0 ambos de los iniciadores, pero en
este caso, las condiciones de hibridizacién deberian ser tales que la sonda no deberia hibridizar a los iniciadores
solamente, sino Unicamente a un producto amplificado que también contiene secuencia interiniciadora que es capaz de
hibridizar la sonda.

[0133] La sonda puede ser etiquetada con un radiontclido tal como **P, **P y **S usando técnicas estandar, o puede
ser etiquetada con un tinte fluorescente. Cuando la sonda de oligonucleétido es etiquetada por fluorescencia, el
producto de ADN amplificado puede ser detectado en solucion (ver por ejemplo Balaguer et al (1991). "Cuantificacién de
secuencias de ADN obtenidas por reaccion en cadena de polimerasa usando un adsorbente de bioluminiscencia " Anal.
Bioclzem. 195,105-110 and Dilesare et al (1993) “Un sistema de deteccién basado en electrominuscencia de alta
sensibilidad para cuantificacién de producto PCR automatizado” Bio- Techniques 15, 152-157.

[0134] Productos de PCR pueden también ser detectados uando una sonda que puede tener un par fluoréforo-quencher
0 puede estar unida a un soporte sélido o uede tener una etiqueta de biotina o pueden ser detectados usando una
combinacion de una sonda de captura y una sonda detectora.

[0135] Los pares fluoréforo-quencher son particularmente adecuados para mediciones cuantitativas de reacciones de
PCR (eg RTPCR). Polarizacion de fluorescencia usando una sonda adecuada puede ser usada para detectar productos
PCR.

[0136] Un vector comprendiendo el polinucleétido de CRCV o de tipo CRCV puede ser usado para expresar la proteina
S de CRCV o de tipo CRCV.

[0137] Plasmidos de vector procariotico tipicos son: pUC 18, pUC 19, pBR322 y pBR329 disponibles de Biorad
Laboratorios (Richmond, CA, USA); pTi-c99A, pKK223-3, pKK233-3, pDR540 y pRIT5 disponibles de Pharmacia
(Piscataway, NJ, USA); pBS vectors, Phagescript vectors, Bluescript vectors, pNH8A, pNH16A, pNH18A, pNH46A
disponibles de Stratagene Cloning Systems (La Jolla, CA 92037, USA).

[0138] Un plasmido de vector de celula mamifera tipica es pSVL disponible de Pharmacia (Piscataway, NJ, USA). Este
vector usa el promotor tardio SV40 para conducir expresion de genes clonados, siendo encontrado el nivel mas elevado
de expresion en células T que producen antigeno, tales com células COS-1. Un ejemplo de un vector de expresién de
mamifero inducible es pMSG, también disponible de Pharmacia (Piscataway, NJ, USA). Este vector usa el promotor
inducible por glucocorticoide de la repeticion Terminal larga del virus de tumor mamario de ratén para conducir la
expresion del gen clonado.

[0139] Vectores utiles plasmidos de levadura son pRS403-406 and pRS413-416 y estan generalmente disponibles de
Stratagene Cloning Systems (La Jolla, CA 92037, USA). Plasmidos pRS403, pRS404, pRS405 y pRS406 son plasmidos
integradores de Levadura (Ylps) e incorporan los marcadores seleccionables de levadura HIS3, TUPI, LEU2 and URAS3.
Plasmids pRS413-416 son pldsmidos de Centromero de Levadura (YCps).
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[0140] Generalmente, el polinucledtido de CRCV o de tipo CRCV es insertado dentro de un vector de expresion, tal
como un plasmido, en orientacién apropiada y correcto marco de lectura para expresion. Puede estar vinculado a las
adecuadas secuencias nucleotidas de control regulatorio de transcripcién y de traslacion reconocidas por el huésped
deseado anterior a la insercién del vector, sin embargo tales controles estan generalmente disponibles en el vector de
expresion. Asi, el polinucleétido del inserto de la invencion puede estar operativamente vinculado a un promotor
apropiado. Promotores eucarioticos incluyen promotores tempranos inmediatos de CMV, el promotor de timidinquinasa
de HSV, los promotores tempranos Yy los tardios SV40 y los promotores LTRs retroviricos. Otros promotores adecuados
seran conocidos por los expertos en la materia. Los constructos de expresion también contienen deseablemente lugares
para iniciacion y terminacién de transcripcion, y en la regién transcrita, un lugar de union de ribosoma para traslacion
(WO 98/16643).

[0141] Métodos bien conocidos para aquellos con conocimiento en la técnica pueden ser usados para construir vectores
de expresion conteniendo la secuencia codificadora y, por ejemplo controles apropiados transcripcionales o
traslationales. Tal método supone ligacion via colas de homopolimero. Colas de homopolimero polydA (o polydC) son
afiadidas a grupos expuestos 3' OH sobre el fragmento de ADN para ser clonados por transferasas de deoxinucleotidil
terminal. El fragmento es entonces capaz de flamear a las colas de polydT (o polydG) afiadido a los extremos de un
vector plasmidolinealizado. Los huecos dejados después de flamear pueden ser llenados con ADN polimerasa y los
extremos libres unidos por ADN ligasa.

[0142] Otro método supone ligacion mediante extremos cohesivos. Extremos cohesivos compatibles pueden estar
generados en el fragmento y vector de ADN por la accion de enzimas adecuados de restriccion. Estos extremos
flamearan rapidamente por medio de pares de bases complementarios las muescas restantes pueden ser cerradas por
la accién de ADN ligasa.

[0143] Un método adicional usa moléculas sintéticas llamadas enlazadores y adaptadores. Fragmentos de ADN con
extremos romos son generados por polimerasa T4 ADN o bacteriofago o ADN polimerasa | de E. coli que elimina
términos salientes 3’ y rellena extremos huecos 3'. Enlazadores sintéticos, piezas de ADN de doble cadena extremo
romo que contienen secuencias de reconocimiento para enzimas de restriccion definidos, pueden ligarse a fragmentos
de ADN con extremo roma por T4 ADN ligasa. Son digeridos posteriormente con enzimas de restriccion apropiados
para crear extremos cohesivos y ligados a un vector de expresion con términos compatibles. Adaptadores son también
fragmentos de ADN quimicamente sintetizados que contienen un extremo romo usado para ligadura pero que también
posee un extremo cohesivo de ligacion preformado.

[0144] Enlazadores sintéticas conteniendo una variedad de sitios de endonucleasa de restriccion estan comercialmente
disponibles de un nimero de fuentes incluyendo International Biotechnologies Inc, New Haven, CN, USA.

[0145] Un modo deseable de modificar el polinucleétido de la invencién es usar la reaccion en cadena de polimerasa
como revelada por Saiki et al (1988) Science 239, 487- 491. En este método el ADN a ser enzimaticamente amplificado
es flanqueado por dos iniciadores oligonucledtidos especificos que quedan incorporados dentro del ADN amplificado.
Los iniciadores especificos pueden contener sitios de reconocimiento de endonucleasa de restriccion los cuales pueden
ser usados para clonar en vectores de expresion usando métodos conocidos en la técnica.

[0146] Una célula huésped transformada con el vector que comprende el polinucleétido de CRCV o de tipo CRCV
puede ser usada para expresar la proteina S. La célula huésped puede ser o bien procariota o eucariota. Si el
polinucledtido CRCV o de tipo CRCV, en el vector, va a ser expresado como una glucoproteina, la célula huésped es
una célula huésped eucariota, y preferentemente una célula huésped mamifera.

[0147] Las células bacterianas son las células huésped procariotas preferidas y tipicamente son una cepa de E. coli tal
como, por ejemplo, las cepas E. coli DH5 disponibles de Bethesda Research Laboratories Inc., Bethesda, MD, USA, y
RR1 disponibles de American Type Culture Collection (ATCC) of Rockville, MD, USA (No ATCC 31343).
Célulashuésped eucariotas preferidas incluyen levadura y células mamiferas, preferentemente células vertebradas tales
como las de una linea celular fibroplastica de ratén, rata, mono o humana. Células huésped de levadura incluyen
YPH499, YPH500 y YPH501 las cuales estan generalmente disponibles de Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA
92037, USA. Células huésped mamiferas preferidas incluyen células de ovario de hamster chino (OHC) disponibles del
ATCC como CCL61, NIH células de embrion de raton suizo NIH/3T3 disponibles del ATCC como CRL 1658, y células
COS-1 de derivado de rifion de mono disponibles de ATCC como CRL 1650. Células preferidas de insecto son células
Sf9 las cuales pueden ser transfectadas con vectores de expresion baculovirus,

[0148] La transformacion de huéspedes celulares apropiados con un vector es realizada por métodos bien conocidos
gue dependen tipicamente del tipo de vector usado. Con respecto a la transformacion de células huésped procariotas,
ver, por ejemplo, Cohen et al (1972) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69, 2110 y Sambrook et al (2001)- Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 3rd Ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY. Transformacion de célulasde
levadura es descrita en Sherman et al (1986) Methods In Yeast Genetics, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY.
The method of Beggs (1978) Nature 275, 104-109 es también util. Con respecto a las célulasvertebrales, reagentes
utiles en transferir tales celulas, por ejemplo fosfato calcico y such cells, DEAE-dextran o formulaciones de liposoma,
estan disponibles de Stratagene Cloning Systems, or Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD 20877, USA.

[0149] La electroporacion es también Util para transformar célulasy es bien conocida en la técnica para transformar
célula de levadura, células bacterianas y célulasde vertebrados.

[0150] Por ejemplo, muchas especies bacterianas pueden ser transformadas por los métodos descritos en Luchansky et
al (1988) Mol. Microbiol. 2, 637-646 incorporados aqui por referencia. EI mayor nimero de transformantes es
consistentemente recuperado después de la electroporacion de la mezcla de célula de ADN suspendida en 2.5x PEB
usando 6250V por cm en 25mFD.

[0151] Métodos para transformacién de levadura por electroporacion son revelados en Becker & Guarente (1990)
Methods Enzyinol. 194, 182.

[0152] Pueden ser usados métodos fisicos para introducir ADN en células animales y plantas. Por ejemplo, la
microinyeccion usa una pipeta muy fina para inyectar moléculas de ADN directamente dentro del nacleo de las células a
ser transformadas. Otro ejemplo conlleva el bombardeo de las células con microproyectiles de alta velocidad,
normalmente particulas de oro o tungsteno que has sido recubiertas con ADN.
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[0153] Células exitosamente transformadas, por ejemplo células que contienen un constructo de ADN CRCV o de tipo
CRCV, pueden ser identificadas por técnicas bien conocidas. Por ejemplo, una técnica de seleccion conlleva incorporar
dentro del vector de expresién unas secuencias de ADN (marcador) que codifica para un rasgo seleccionable en la
célula transformada. Estos marcadores incluyen resistencia a dihidrofolato reductasa, G418 o neomicina para cultivo de
célula eucariota, y genes resistentes a tetraciclina, kanamicina o ampicillina para cultivar en E. coli y otras bacterias.
Alternativamente, el gen para el rasgo seleccionable puede ser otro vector, que es usado para cotransformar la deseada
célula huésped.

[0154] El gen marcador puede ser usado para identificar transformantes pero es aconsejable determinar cual de las
células contiene moléculas de ADN recombinante y cual contiene moléculas de vector autoligadas. Esto puede ser
logrado usando un vector clonante dode la insercion de un fragmento de ADN destruye la integridad de uno de los
genes presentes en la molécula. Los recombinanes pueden por tanto ser indentificados a causa de la perdida de funcién
del gen.

[0155] Otro método de identificar exitosamente células transformadas conlleva cultivar las células resultantes de la
introduccién de un constructo de expresion de la presente invencion para producir la proteina S CRCV o tipo CRCV, pol
o HE. Las células pueden ser cosechadas y lisadas y su contenido de ADN examinado para la presencia del ADN
usando un método Duch como el descrito por Southern (1975) J. Mol. Biol. 98, 503 or Berent et al (1985) Biotech. 3,
208. Alternativamente, la presencia de la proteina en el supernatante puede ser detectada usando anticuerpos.

[0156] Ademas de ensayar directamente para la presencia de ADN recombinante, puede confirmarse la transformacion
exitosa por métodos inmunologicos bien conocidos cuando el recombinante de ADN es capaz de dirigir la expresién de
la proteina. Por ejemplo, células exitosamente transformadas con un vector de expresién producen proteinas que
despliegan antigenicidad apropiada. Muestras de células sospechosas de ser transformadas son cosechadas y
ensayadas para la proteina usando anticuerpos adecuados.

[0157] Células huésped que han sido transformadas por el polinucleétido recombinante de CRCV o de tipo CRCV,
tipicamente en un vector como descrito arriba, son entonces cultivadas durante un tiempo suficiente y bajo condiciones
apropiadas conocidas por aquéllos con conocimientos en la técnica a la vista de las ensefianzas aqui reveladas para
permitir la expresion de la proteina de CRCV o de tipo CRCV codificada por el polinucleétido de CRCV o de tipo CRCV,
gue puede ser recubierto.

[0158] La proteina de CRCV o de tipo CRCV puede ser recuperada y purificada de cultivos de célula recombinante por
métodos bien conocidos incluyendo precipitacion de sulfato aménico o etanol, extraccion de acido, cromotografia de
intercambio de aniones o cationes, cromotografia de fosfocelulosa, cromotografia de interaccion hidrofébica,
cromatograpia de afinidad, cromotografia de hidroxilapatita y cromotografia de lectina. Mas preferentemente, de
cromotografia liquida de alto rendimiento ("HPLC") es empleada para purificacion.

[0159] Por ejemplo, para la expresion en un sistema baculovirus, ADN recombinante de ADN codificando el gen Spike
de CRCV puede estar clonado dentro de un vector de transferencia adecuado tal como pMelBac (Invitrogen). Co-
transfeccion con ADN de baculovirus DNA (por ejemplo Bac- N-Blue/invitrogen) resulta en un baculovirus recombinante
codificando el gen spike. Infeccion de una linea celular de insecto adecuada (por ejemplo Sf9, Sf21, High
Five/lnvitrogen) en una multiplicidad apropiada de infecciéon lleva expresién de la proteina Spike recombinante.
Expresion de proteina es confirmada por Western blot o ELISA usando reactivos apropiados (por ejemplo suero canino
convalescente u otros antisueros especificos de virus).

[0160] Una proteina S de CRCV o de tipo CRCV glucosilada, codificada por el polinucleétido de CRCV o de tipo CRCV
puede ser obtenida al cultivar una célula huésped eucariota, 0 mas preferentemente mamifera, comprendiendo el
polinucleétido de CRCV o el CRCV, tipicamente en un vector; expresando la proteina en la célula huésped; y
purificando la proteina glucosilada.

[0161] La invencion sera ahora descrita en mas detalle con la ayuda de las siguientes Figuras y Ejemplos.

Figura 1

[0162] secuencia parcial nucledtido (250 residuos) de la polimerasa de CRCV (pol) ADNCc.

Figura 2

[0163] Secuencia aminoacida parcial (83 residuos) de la proteina pol. CRCV of the CRCV pol p, derivada de la
secuencia nucledtida de la Figura 1.

Figura 3

[0164] Secuencia nucleodtida (4092 residuos) del CRCV Spike (S) ADNc. La Y en la posicion 3531 se refiere a sea C o
T.

Figura 4

[0165] Secuencia aminoacida (1363 residuos) de la proteina S de CRCV, derivada de la secuencia nucleétida de la
Figura 3.

Figura 5

[0166] Consensus tree para secuencias ADNc de una regién nucleétida 250 del gen polimerasa de 12 coronavirus. La
secuencia obtenida del coronavirus respiratorio canino es designada T101. Los nameros indican valores de secuencia
inicial obtenidos por andlisis de 100 conjuntos de datos.

[0167] BCV: coronavirus bovino, CCV: coronavirus canino, FIPV: virus peritonitis infecciosa felino, HEV: virus
encefalomielitis hemaglutinante, IBV: virus de bronquitis infeccioso, MHV: virus de hepatitis de raton, OC43: cepa de
coronavirus humana OC43, SDAV: virus sialodacrioadenitis, TCV: coronavirus de pavo, TGEV: virus de gastroenteritis
transmisible, 229E: cepa de coronavirus humano 229E, T101: coronavirus respiratorio canino (PCR producto de
muestra traqueal T101)

Figura 6

[0168] CLUSTAL X (1.8) alineamiento de secuencia multiple de la secuencia parcial de 250 nucleétidos de ADNc pol de
CRCV (muestra T101), BCV, cepa OC43 de HCV, HEV y CCV (CCV entérico).

Figura 7

[0169] CLUSTAL X (1.8) alineamiento de secuencia multiple de la secuencia parcial de 83 aminoacidos de la proteina
pol de CRCV (protCRCVpol, SEC ID N°: 2) con HCV (protHCVpoly), HEV (protHEVpoly, BCV (protBCVpoly) y CECV
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(CCV entérico, protCECVpoal).

Figura 8

[0170] CLUSTAL X (1.8) alineamiento de secuencia de la secuencia nucleétida de ADNc Spike de CRCV (CRCVSpike)
ADNCc Spike de CCV entérico (CECVSpike).

Figura 9

[0171] CLUSTAL X (1.8) alineamiento de secuencia multiple de los 4092 nucleétidos de la secuencia de ADNc Spike de
CRCV (CRCVSpike) con ADNcs de Spike BCV (BCVSpike), HCV (HCVSpike) y HEV (HEVSpike). La Y en la posicion
3531 en la secuencia CRCYV se refiereao bienCo T.

Figura 10

[0172] CLUSTAL X (1.8) alineamiento de secuencia multiple de la secuencia aminoacida 1363 de la proteina Spike de
CRCV (CRCVSpikepr) con BCV (BCVSpikepro), HCV (HCVSpikepro), HEV (HEVSpikepro) y proteinas Spike de CCV
entérico (CECVSpikepr).

Figura 1l

[0173] RT-PCR usando juego anidado de iniciadores (Spike 1 y 2 seguidos de Spike 3 y 4) BCV: Muestra de control
positiva de coronavirus bovino; A72: Células A72 negativas de coronavirus; H20: mezcla de PCR sin ADN; T5 - T21:
Muestras traqueales de perros de estudio. La electroforesis en gel de azarosa muestra productos PCR del tamafio
esperado de 442bp fpara el control positivo (BCV) y muestras T12 y T21.

Figura 12

[0174] Comparacioén de la prevalencia de enfermedad respiratoria en dos grupos de perros. Perros en grupo 1 fueron
positivos para anticuerpos de suero para coronavirus respiratorio en el dia de entrada en la perrera, perros en grupo 2
fueron negativos. El grafico muestra el porcentaje de perros desarrollando enfermedad respiratoria en grupo 1
comparado con grupo 2 (p<0.001. n es el namero total de perros en cada grupo.

Figura 13

[0175] Secuencia nucledtida parcial (497 residuos) del gen hemaglutinina/esterasa (HE) CRCV. La secuencia
corresponde a nucledtidos 418 to 914 de los genes HE de BCV (GenBank M84486) y HCV OC43 (GenBank Accesion
No. M76373).

Figura 14

[0176] Secuencia parcial aminoacida (165 residuos) de la proteina HE de CRCV HE, derivada de la secuencia
nucledtida de la Figura 13. Esta secuencia corresponde a residuos aminoacidos 140 to 304 de BCV (GenBank M84486)
y HCV OC43 (GenBank Accession No. M76373).

Figura 15

[0177] CLUSTAL X (1.8) alineamiento de secuencia multiple de una secuencia parcial de 497 nucleétidos del gen
hemaglutinina/esterasa (HE) de CRCV (coronavirus respiratorio canino) con BCV (cepa de coronavirus bovino LY138,
(SEC ID N°: 23, tomado de Genbank Accession No. AF058942), OC43 (cepa coronavirus humano OC43, tomado de
Genbank Accession No. M76373), HECV (coronavirus entérico humano, tomado de Genbank Accession No. LO7747), y
HEV (virus encefalomielitis hemoglutinante, tomado de Genbank Accession No. AF481863).

Figura 16

[0178] CLUSTAL X (1.8) alineamiento de secuencia multiple de una secuencia parcial de 165 aminoacidos de la
proteina HE de CRCV (coronavirus respiratorio canino con BCV (cepa coronavirus bovino LY138 tomado de Genbank
Accession No. AF058942), OC43 (cepa de coronavirus humano OC43, tomada de Genbank Accession No. M76373),
HECV (coronavirus entérico humano, tomada de Genbank Accession No. L07747), y HEV (virus encefalomielitis
hemoglutinante, tomado de Genbank Accession No. AF481863). Los tres aminoacidos especificos de CRCV F, Ny L
son indicados en negrita y estan subrayados.

Figura 17

[0179] RT-PCR usando iniciadores de consenso HE1 y HE2 dirigidos para el gen HE de BCV y HCV (cepa OC43). La
electroferesis en gel de agarosa muestra un producto PCR del tamafio esperado de 497bp para el control positivo de
BCV y para cuatro muestras traqueales de perros de estudio (T90, T91, T101 and T105), y no para células negativas de
coronavirus A72 o el PCR mix sin ADN (H20). 1 kb indica una norma de tamafio molecular (Promega).

Figura 18

[0180] Estrategia de clonacion de gen Spike CRC.

Ejemplo 1: Deteccion de un coronavirus novedoso asociado con enfermedad respiratoria infecciosa canina
Resumen

[0181] Una investigacion sobre las causas de enfermedad respiratoria infecciosa canina (ERIC) fue llevada a cabo en
una perrera grande de acogida. Muestras de tejido tomadas del tracto respiratorio de perros enfermos fueron ensayadas
para la presencia de coronavirus usando RT-PCR con iniciadores conservados para el gen de polimerasa. Los andlisis
de secuencia de cuatro muestras positivas mostraron la presencia de un coronavirus novedoso con alta semejanza a
tanto coronavirus bovino y humano (cepa OC43) en sus genes Spike y polimerasa mientras que habia una baja similitud
con genes comparables en el coronavirus entérico canino. Este coronavirus respiratorio canino (CRCV) fue detectado
por RT-PCR en muestras traqueales 32/119 y de pulmon 20/119 siendo detectada la prevalencia mas elevada en
perros con sintomas clinicos leves. Andlisis seroldgicos mostraron que la presencia de anticuerpos contra el CRCV en el
dia de entrada dentro de la perrera redujo el riesgo de desarrollar enfermedad respiratoria.

Materiales y Métodos

Poblacion de Estudio

[0182] Perros procedentes de una perrera de acogida bien establecida con un historial de enfermedad respiratoria
endémica fueron controlados para este estudio. Al entrar en la perrera, todos los perros fueron vacunados con KAVAK
DA2 PiP69 (Fort Dodge) una vacuna atenuada viva para moquillo, adenovirus canino de tipo 2, parainfluenzavirus
canino y parvovirus canino. También, fue usada una vacuna de leptospirosis inactivada (Fort Dodge). El estado de
salud de cada perro fue evaluado dos veces al dia por un clinico veterinario y los sintomas respiratorios fueron
clasificados como sigue: 1: sin signos respiratorios, 2: tos leve, 3: tos y flujo nasal, 4: tos, flujo nasal e inapetencia, 5:
bronconeumonia. El estado general de salud de los perros fue clasificado como sigue: 1: buena salud, 2: salud pobre, 3:
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salud muy pobre. La edad, raza y sexo de los perros fue registrada.

[0183] Para 119 perros fue realizado un examen completo post mortem. Las muestras de tejido fueron almacenadas a -
70°C hasta nuevo uso.

[0184] Muestras de suero fueron recogidas de 111 perros en el dia de entrada a la perrera de acogida. Para 81 perros
un suero de seguimiento estuvo disponible el dia 7 y para 11 perros un suero estuvo disponible el dia 21 desde la
entrada.

[0185] De los 111 perros, 30 permanecieron saludables durante los 21 dias entre la primera y la Gltima muestra de
suero mientras que 81 perros desarrollaron enfermedad respiratoria.

[0186] Sueros de 35 perros alojados en otro lugar fueron obtenidos del servicio diagnéstico del Royal Veterinary
College. Estos sueros habian sido enviados para andlisis bioquimico por razones varias. Cinco de esos sueros fueron
de 18 beagles sin historial de enfermedad respiratoria. Los sueros fueron almacenados rutinariamente a -20°C.
Extraccién de ARN y RT-PCR

[0187] ARN fue extraido de tejido traqueal y pulmonar de 119 perros usando TriReagent (Sigma). Aproximadamente
fueron usados 25-50 mg de tejido homogeneizado y el ARN fue extraido como el fabricante recomendaba.

[0188] Sintesis de ADNc fue realizada usando Random Hexamers (Roche) y ImPromll retrotranscriptasa (Promega).
[0189] EI gen polimerasa de coronavirus es conocido ser altamente conservativo, y ha sido previamente usado para
andlisis filogenético de esta familia de virus (Stephensen et al., 1999). Para la deteccion de coronavirus fue usada una
modificacion de los iniciadores 2Bp y 4Bm dirigidos contra el gen polimerasa como se describe por Stephensen et al.
(1999) (Conscoro5: 5 -ACT-CAR-ATG-AAT-TTG-AAA-TAT-GC (SEC ID No°: 31); y Conscoro6: 5 -TCA-CAC-TTA-
GGATAR- TCC-CA (SEC ID Ne: 32)).

[0190] PCR fue realizada usando polimerasa Taq (Promega) en el buffer de reaccidon provisto conteniendo una
concentracion final de 2.5 mM MgCI2 y 0.5mM de iniciadores. Para PCR con los iniciadores Conscoro5 y Conscoro6 se
uso el siguiente perfil de temperatura: Después de la desnaturalizacion a 95°C durante 5 min, fueron llevados a cabo10
ciclos a 95°C durante 1 min, flameado a 37°C durante 1 min y extension a 72°C durante 1min. Esto fue seguido de 10
ciclos usando una temperatura flameante de 45°C, 10 ciclos a una temperatura flameante de 50°C y 10 ciclos a una
temperatura flameante de 53°C seguida de una extension final de 72°C durante 10 min.

[0191] Una fraccion de 20ml de producto de PCR fue analizada en un 1.5% de gel de agarosa y manchada encima de
una membrana de nylon (Roche) después de electroferesis. La membrana de nylon fue hibridizada con una sonda
oligonucledtida especifica para el producto PCR a 37°C durante la noche (Sonda Conscoro: AAG-TTT-TAT-GGY-GGY-
TGG-GA). La sonda fue 3'A-acolada con Digoxigenin- dUTP y fue detectada usando conjugado anti-Digoxigenin y
sustrato quimioluminescente CSPD (Roche).

[0192] Secuencias de iniciador especifico para el gen Spike fueron derivadas de un alineamiento de la regién Spike de
una cepa de coronavirus bovina LY-138 (AF058942) y cepa coronavirus humano OC43 (L14643).

[0193] Un PCR fue realizado con los iniciadores Spike 1 y Spike 2, seguidos por un PCR anidado usando los iniciadores
Spike 3y Spike 4 y 2ml del producto de la primera amplificacion.

[0194] Los numeros entre paréntesis se refieren a la posicion nucleétida en el genoma coronavirus bovino.

Spike 1: 5-CTT-ATA-AGT-GCC-CCC-AAA-CTA-AAT (25291-25314)

Spike 2: 5’ -CCT-ACT-GTG-AGA-TCA-CAT-GTT-TG (25912-25890)

Spike 3: 5’ -GTT-GGC-ATA-GGT-GAG-CAC-CTG (25320-25339)

Spike 4: 5’ -GCA-ATG-CTG-GTT-CGG-AAG-AG (25762-25742)

[0195] EI perfil de temperatura usado fue desnaturalizacion a 95°C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C durante 1 min, flameado a 55°C durante 40 seg y elongacién a 72°C durante 1 min. La
extension final fue realizada a 72°C durante 10 min. El anidado PCR produjo un fragmento de 442bp.

[0196] Productos PCR fueron clonados en el vector pGEM-T-easy vector (Promega) y secuenciados usando el kit
secuenciador de ciclo iniciador etiquetado fluorescente Thermo sequenasa con 7-deaza-dGTP (Amersham Pharmacia)
usando iniciadores etiquetados Cy5.

Analisis filogenético

[0197] Un alineamiento de la secuencia de ADNc de 250 bp del gen polimerasa a las secuencias correspondientes de
11 coronavirus fue realizado usando ClustalX (Thompson et al., 1997).

[0198] La relacion filogenética con coronavirus conocidos fue analizada usando el paquete Phylip 3.6 package
(Felsenstein, 1989). Los alineamientos fueron seguidos de un analisis de inicializacion usando el programa Seqboot.
Los juegos de datos obtenidos fueron usados para un andlisis de parsimonia maxima usando el programa ADNpars y
un &rbol de consenso fue calculado usando Consense. Los arboles resultantes fueron dibujados usando el programa
Treeview (Page, 1996).

ELISA

[0199] Un antigeno ELISA para coronavirus bovino o coronavirus canino entérico (CECV) (los antigenos son una
preparacion de cultivos de células infectadas por virus obtenidas de Churchill Applied Biosciences, Huntingdon, UK) fue
suspendido de nuevo en PBS en la concentracion recomendada por el fabricante e incubado en una placa de 96
pocillos (Falcon) durante la noche a 37°C.

[0200] Las placas fueron lavadas con PBS y bloqueado con PBS conteniendo 5% de leche desnatada en polvo durante
30 min. El suero fue disuelto 1:100 en buffer bloqueador e incubado en las placas durante 1h. Después de lavarse con
PBS/ 0.05% Tween 20 (Sigma), un conjugado de IgG antiperro de conejo etiquetado con peroxidasa (Sigma) fue
afiadido (1:5000 in PBS/0.05% Tween 20) durante 1 h. Las placas fueron incubadas con sustrato de color (OPD, Sigma)
durante 10 min y la reaccion fue parada afiadiendo 2M H,SO.. La adsorcién fue determinada en un fotometro ELISA a
492nm.

Cultivo de virus

[0201] El aislamiento de virus es realizado en fibroblastés de pulmén canino adulto (paso 3 a 7), MDCK y células A72.
(Se aprecia, sin embargo, que el aislamiento del virus podria ser realizado usando células primarias o lineas celulares
como MDCK o A72 (canino), MDBK (bovino), HRT-18 (linea celular de tumor rectal humano) y Vero (Mono Verde
Africano). Los fibroblastos de pulmén son mantenidos en MEM con 20% de suero fetal de ternera (FCS), MDCK y las
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células A72 son mantenidas en MEM con 5% FCS. Muestras de tejido traqueal (approx. 25mg) son homogeneizadas
usando un escalpelo y mezcladas vigorosamente en 1ml MEM conteniendo Penicilina (100U/ml), Estreptomicina
(0.1mg/ml), Amfotericina B (2.5mg/ml) y Tripsina (Img/ml). Las muestras son centrifugadas a 13000 rpm durante 10
min. y el supernatante es usado para inocular cultivos de células. Después de 30 min. a 37°C el supernatante es
eliminado y el medio de mantenimiento afiadido a los cultivos. Los cultivos son pasados 3 veces en ausencia de un
efecto citopatico. Entonces, se extrae ARN de las células y se realiza RT-PCR para detectar la presencia de CRCV.
Anélisis estadistico

[0202] Los datos fueron analizados usando la prueba chi-cuadrado o prueba exacta de Fisher y valores p por debajo de
0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.

Resultados

PCR usando iniciadores de consenso para el gen polimerasa de ARN coronavirus

[0203] Usando los iniciadores Conscoro5 y Conscoro6, fue analizado ADNc obtenido de 40 muestras traqueales por
RTPCR.

[0204] De ellas, 7 fueron encontradas positivas por PCR e hibridizacién posterior (17.5%).

[0205] Los productos PCR fueron clonados y secuenciados (Figuras 1y 2) y la secuencia de datos fue comparada para
secuencias virales disponibles usando el programa de busqueda FASTA (Pearson, 1990).

[0206] La comparacion de la secuencia polimerasa ADNc coronavirus obtenida de 4 de las muestras traqueales caninas
para otras secuencias coronavirus reveld que eran mas similares a los datos de secuencia de cepa BCV Quebec y
LY138 (Genbank Accession Nos. AF220295 y AF058942, respectivamente) y cepa de coronavirus humano OC43
(Genbank Accession No. AF124989).

[0207] La similitud en la secuencia de 250 bp analizada fue 98.8% para BCV Quebec, y 98.4% para BCV LY138 y los
genes pol HCV, mientras que fue Gnicamente 68.53% para gen pol 1-71 de cepa CCV (Figuras 6y 7).

[0208] Un alineamiento de la secuencia novedosa con las secuencias correspondientes de 11 coronavirus y analisis
filogenético usando el método de parsimonia méxima resulté en el arbol de consenso mostrado en la Figura 5. La
secuencia de ADNc obtenida de una muestra traqueal (T101) fue hallada en una rama comun con coronavirus bovino,
coronavirus humano - OC43 y virus de encefalomielitis hemoglutinante.

[0209] El virus fue llamado coronavirus respiratorio canino (CRCV).

PCR usando iniciadores para el gen Spike

[0210] Para analisis adicional de la secuencia de ARN de CRCV, un alineamiento del ARN para el gen Spike de la cepa
LY 138 (AF058942) y la cepa OC43 de coronavirus humano (L14643) fue realizado usando Clustal X (Thompson et al.,
1997). Regiones de consenso fueron elegidas para la seleccion de los conjuntos de iniciador anidados Spike 1-2 y Spike
3-4 (Figura 11). El andlisis de PCR fue realizado con el ADNc obtenido de 119 muestras traqueales y de pulmén usando
iniciadores anidados.

[0211] En total 32 muestras traqueales (26.9%) y 20 muestras de pulmén (16.8%) fueron halladas positivas por PCR
anidado. Para ocho perros fue obtenido un resultado positivo PCR para ambas, trdquea y pulmon.

[0212] El andlisis de la secuencia de los productos PCR obtenidos a partir de tejidos de 6 perros diferentes mostraron
secuencias idénticas de ADN para esos ADNcs (Figuras 3 y 4). Una comparacion con secuencias Spike de coronavirus
conocidas usando el programa FASTA revelé una similitud de 98.1% con coronavirus bovino y una similitud de 97.8%
con OC43 de coronavirus humano (Figuras 9 y 10).

PCR usando iniciadores para el gen HE

[0213] El coronavirus bovino y otro grupo Il de coronavirus contienen una proteina estructural adicional, la
hemoglutinina/esterasa (HE). A causa de la alta semejanza de CRCV con BCV, analizamos la presencia de un gen HE
en CRCV.

[0214] Un alineamiento de las secuencias de genes HE de BCV y OC43 HCV fue usado para disefiar los iniciadores
HE1 y HE2 (Tabla 2). Cuatro muestras traqueales que habian sido previamente identificadas como positivas para ARN
de coronavirus por RT-PCR con iniciadores para el gen S fueron ensayadas por RT-PCR con el conjunto iniciador para
el gen HE. Las cuatro muestras mostraron una banda PCR del tamafio esperado después de electroforesis con gel de
agarosa (Figura 17).

Tabla 2: Iniciadores diseflados a partir de un alineamiento de los genes hemaglutinina/esterasa de BCV
(GenBank Accession No. M84486) y HCV OC43 (GenBank Accession No. M76373)

Nombre Secuencia Localizacién en gen HE de BCV
HE1 5-TAT-CGC-AGC-CTT-ACT-TTT-GT | 418-437
HE?2 5-ACC-GCC-GTC-ATG-TTA-TCA-G | 914-896

[0215] La secuencia del producto PCR de CRCV obtenido usando iniciadores HE 1y HE 2 es dada en la Figura 13, y su
secuencia aminoacida predicha es listada en la Figura 14. Una comparacion de esas secuencias nucleétidas y
amino&cidas con los correspondientes fragmentos de otros coronavirus relacionados es mostrada en las Figuras 15 y
16. Se mostrd que tres aminoacidos eran Unicos para CRCV, como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3: Aminoéacidos Unicos en gen HE de CRCV

Aminoacido en CRCV Aminoacido en Posicién en Posicién en productos
BCV/HECV/HCV/HEV BCV/HECV/HCV/HEV PCR HE1 HE2

F (Phe) L (Leu) 235 96

N (Asn) T (Thr) 242 103

L (Leu) V (Val) 253 114

[0216] Las posiciones aminoacidas en BCV, HECV, HCV y HEV son numeradas a partir de la inicial M (que es numero
1) al principio de las proteinas HE OC43 de BCV y HCV (GenBank Accession Nos. M84486 y M76373,

respectivamente).

Asociacién de muestras positivas de PCR con signos respiratorios
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[0217] Usando iniciadores para el gen Spike, fueron analizadas muestras traqueales y de pulmén provenientes de 119
perros por RT-PCR para CRCV. De ellas 42 eran de perros sin signos respiratorios ( grado 1), 18 perros habian
mostrado signos respiratorios leves (grado 2), 46 habian mostrado moderados (grado 3) y 13 signos respiratorios
severos (grados 4 y 5). Grados 4 y 5 fueron unidos debidos al bajo nimero de casos en estos grupos.

[0218] Tabla 4 muestra los resultados de PCR para coronavirus en perros con diferentes grados de enfermedad
respiratoria. Especificamente, la Tabla 4 muestra los resultados de RT-PCR a partir de muestras traqueales y de
pulmon de 119 perros con diferentes signos respiratorios (ninguno a severo) usando un PCR anidado dirigido contra el
gen Spike coronavirus asi como el nimero de muestras positivas del nimero total de muestras y el porcentaje de
muestras positivas (entre paréntesis).

Tabla 4: resultados de RT-PCR para muestras traqueales y de pulmoén

Signos respiratorios Traquea: Muestras | Muestras  positivas  de
positivas pulmén

Muestras  posiitvas de
traquea y pulmoén

Ninguno 11/42 (26.2%) 8/42 (19.1%) 2/42
Leve 10/18 (55.6%) 4/18 (22.2%) 4/18
Moderado 9/46 (19.6%) 8/46 (17.4%) 2/46
Severo 2/13 (15.4%) 0/13 0/13

Establecimiento de un ensayo serolégico para CRCV

[0219] A causa de la homologia del ADNc Spike de CRCYV a la regién Spike del coronavirus bovino, un antigeno ELISA
para BCV fue usado para andlisis serologico de CRCV.

[0220] Se ensayaron sueros de cinco perros sin historial de enfermedad respiratoria infecciosa que no habian sido
alojados en la perrera investigada. Los valores OD son de -0.013 a 0.39 con una valor OD de media de 0.154. Ademas,
suero de perros admitidos a una clinica veterinaria por razones varias fueron ensayados para anticuerpos para
coronavirus. De ellos, 20 muestras mostraron un OD de <0.4 (-0.46 a 0.396) y 10 muestras mostraron un OD de >1.0
(1.012 a 1.949). Muestras con un OD de 0.6 o por encima fueron consideradas positivas posteriormene.

Comparacion de larespuestainmune a CRCV de perros con y sin enfermedad respiratoria

[0221] Se realiz6 el ELISA antigeno de BCV usando sueros pareados de 111 perros de la perrera de estudio. De ésos,
81 perros habian mostrado sintomas de enfermedad respiratoria durante un periodo de 21 dias y 30 habian
permanecido saludables.

[0222] Del grupo de perros con enfermedad respiratoria, 17 fueron positivos para anticuerpos para CRCV en el dia de
entrada dentro de la perrera y 64 fueron negativos.

[0223] De los 64 perros con anticuerpos no detectables a BCV el dia uno, 63 se probaron positivos el dia 21. Todos los
46 perros de esos 63 para los cuales una muestra el dia 7 estaba disponible dieron negativo el dia 7. Por tanto 63
perros mostraron una suero conversion durante el periodo de estudio por lo tanto Unicamente un perro permanecio
negativo.

[0224] De los 31 perros que habian permanecido sanos, 17 tenian anticuerpos a CRCV en el dia de entrada.. Todos los
13 perros que fueron negativos el dia 1 dieron negativo el dia 7 pero mostraron una suero conversion el dia 21.

[0225] Asi, de los 34 perros que eran positivos para anticuerpos para CRCV a la llegada a la perrera, 17 desarrollaron
enfermedad respiratoria (50%) mientras que de los 77 perros que fueron negativos a la llegada, 64 desarrollaron signos
respiratorios durante el periodo de estudio (83.1%), (Figura 12).

[0226] Por tanto perros que no habian tenido anticuerpos para CRCV a la entrada de la perrera tenian una probabilidad
incrementada de desarrollar enfermedad respiratoria (p<0.001).

[0227] Solamente uno de los 77 perros que eran negativos a la llegada permanecié negativo durante el periodo de
estudio de 21 dias mientras que 76 perros mostraron suero conversion.

Serologia usando antigeno de coronavirus entérico canino (CECV)

[0228] Una prueba ELISA usando un antigeno coronavirus canino fue realizada para investigar si CRCV mostraba una
reaccion seroldgica cruzada a coronavirus entérico canino. Suero de 27 perros, previamente probado para anticuerpos a
CRCV usando el antigeno BCV fueron seleccionados.

[0229] Se encontrdé que ocho perros tenian anticuerpos a CECV en el dia de entrada en la perrera, de esos cuatro
también tenian anticuerpos a CRCV. Diecinueve perros fueron hallados negativos para CECV en el dia 1, 17 de ésos
eran también negativos para CRCV. De los 19 perros negativos, cinco mostraron una seroconversion a CECV durante
el periodo de 21 dias de la investigacion y 17 mostraron una seroconversion a CRCV.

[0230] El andlisis de la prevalencia de enfermedad respiratoria en este grupo mostré que seis de los ocho perros (75%)
gue eran positivos para anticuerpos a CECV en el dia 1 desarrollaron enfermedad respiratoria. Del grupo de 19 perros
gue no tenia anticuerpos detectables a CECV en el dia 1, 15 mostraron signos de enfermedad respiratoria (78.9%),
(p=0.594).

Aislamiento de virus

[0231] Muestras de tejido traqueal de perro que son identificados como positivos para ARN CRCV por RT-PCR son
inoculados en cultivos de fibroblastos de pulmdén adulto canino y células MDCK. Para algunos ejemplos, el aislamiento
de virus es también realizado sobre células A72. Los cultivos no muestran sefial de un efecto citopatico durante 3
pasadas. Después de varias pasadas, es extraido ARN de los cultivos y probado para la presencia de ARN CRCV por
RT-PCR.

Discusion

[0232] Este estudio informa de la deteccién de un coronavirus novedoso, CRCV, en perros con enfermedad respiratoria
en perreras.

[0233] Se ha informado que los coronavirus causan enfermedad respiratoria de humanos, ganado bovino, porcino y
aves de corral, pero su presencia en el tracto respiratorio de perros y una posible asociacién con enfermedades
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respiratorias caninas (ERIC) no ha sido determinada.

[0234] Fueron investigados perros de una perrera en que ERIC era endémica y no podia ser controlada por el uso de
vacunas recomendadas contra ERIC. Muestras tomadas de el tracto respiratorio de esos perros fueron examinadas
usando iniciadores RT-PCR dirigidos para el gen de polimerasa conservado de coronavirus (Stephensen et al., 1999).
[0235] Inicialmente, siete muestras traqueales fueron encontradas positivas: la secuencia de los productos RT-PCR fue
determinada y comparada con todas las secuencias de gen de polimerasa de coronavirus. Este analisis revel6 que la
secuencia ADNc obtenida a partir de las muestras caninas tenia la semejanza mas elevada con el gen polimerasa de
coronavirus bovino (98.8%) y un coronavirus humano OC43 (98.4%) pero Unicamente una semejanza muy baja con el
gen de polimerasa del coronavirus canino entérico (cepa 1-71, 68.53% similitud).

[0236] Un andlisis filogenético fue realizado usando secuencias de polimerasa de once coronavirus adicionales. El
coronavirus detectado en el tracto respiratorio de perros (CRCV) fue localizado en una rama comudn con tres virus de
grupo 2: BCV, HCV cepa OC43 y HEV. Sin embargo, se mostré que el coronavirus entérico canino, un coronavirus de
grupo 1, estabaunicamente relacionado de forma lejana.

[0237] EI coronavirus respiratorio canino por tanto es un coronavirus novedoso de perros que esta mas cercanamente
relacionado con BCV y HCV-OC43, ambos conocidos por causar enfermedad respiratoria.

[0238] Para obtener méas informacion de secuencia y para ademas determinar la relacion con otros coronavirus que
usan un gen mas variable, una parte del gen Spike fue analizada. Ya que CRCV habia sido mostrado ser mas
semejante con BCV y HCV-OC43, un alineamiento de las secuencias de sus genes Spike fue usado para disefiar un
conjunto anidado de iniciadores. Fueron elegidos iniciadores anidados para conseguir una prueba mas sensible.

[0239] La secuenciacion de los productos de este RT-PCR confirmd la elevada similitud de CRCV con BCV y HCV-
OC43.

[0240] La presencia de anticuerpos para CRCV fue analizada usando un ELISA basado en un antigeno BCV a causa de
la elevada similitud de secuencia de los dos virus en el antigeno ADNc Spike. Los resultados de ELISA confirmaron la
presencia de un virus similar a BCV en la poblacion de estudio.

[0241] La prevalencia de anticuerpos fue del 30% en el momento de entrada en la perrera'y 99% después de 21 dias.
[0242] De forma interesente e inesperada, los andlisis seroldgicos revelaron que perros con anticuerpos a CRCV en el
dia de entrada a la perrera desarrollaron enfermedad respiratoria menos frecuentemente que perros sin anticuerpos
(p<0.001). Por tanto la presencia de anticuerpos a CRCV tenia un efecto protector contra la enfermedad respiratoria en
esta poblacion.

[0243] Casi todos los perros negativos en el dia de entrada a la perrera mostraron una suero conversion a CRCV dentro
de las tres semanas, indicando que el virus es altamente contagioso. La serologia usando una antigeno para
coronavirus entérico canino (CECV) mostré una prevalencia mucho menor de anticuerpos a CECV en el dia 21. Por
tanto los resultados de BCV-ELISA no reflejaron una infeccion con coronavirus entérico canino y la reactividad cruzada
entre los dos antigenos parece ser baja.

[0244] Anticuerpos de suero a CRCV estaban presentes en alrededor del 30% de perros de varios origenes incluyendo
perros entrando en una perrera de acogida asi como perros domésticos. La presencia de CRCV no esta por tanto
limitada a la perrera investigada y el virus parece estar establecida en la poblacién canina.

[0245] Por medio del PCR, fue detectado CRCV en tejido traqueal y de tejido de pulmdn y por tanto parece infectar el
tracto respiratorio superior e inferior de perros. Dentro de la poblacidon en perreras, CRCV-RNA fue detectado en el
27.3% de perros con todos los grados de enfermedad respiratoria asi como en el 26.2% de perros que estaban
aparentemente sanos en el momento de la eutanasia.

[0246] Se hallo6 CRCV-RNA mas frecuentemente en la traquea de perros con tos leve (55%). Estudios usando la cepa
de coronavirus humano 229E han mostrado, que coronavirus pueden causar disrupcion de epitelio respiratorio y
disquinesia ciliar (Chilvers et al., 2001). Sin estar limitados por la teoria, creemos que una infeccién con CRCV tiene un
efecto similar, y que el virus juega un papel importante en las etapas tempranas de la patogénesis de ERIC. Al dafiar el
epitelio respiratorio y romper la holgura ciliar CRCV facilita la entrada de otros patdgenos virales o bacterianos. Por
tanto mientras la infeccién de CRCV en si misma puede causar solamente sintomas respiratorios leves, en conjuncion
con otros agentes patdégenos podria llevar a enfermedad respiratoria severa.

[0247] La patogénesis de ERIC no ha sido investigada a fondo desde los afios 70 cuando se determiné que Bordetella
bronchiseptica, adenovirus canino de tipo 2 y parainfluenza canina eran las principales causas de la enfermedad. Sin
embargo la vacunacion de todos los perros contra CPIV, CAV-2 y virus de moquillo no ayudd a controlar la enfermedad
en esta perrera a pesar de la evidencia de que la mayoria de los perros respondieron a la vacuna dentro de los 21 dias
(datos no mostrados).

[0248] Este estudio muestra una asociacion de un coronavirus respiratorio canino novedoso con ERIC. La etiologia de
ERIC por tanto necesita ser reevaluada y el papel de microorganismos 0 microorganismos previamente no asociados
con la enfermedad tiene que ser establecido.

Referencias

[0249]

Appel, M., and Binn L.N. (1987) Canine infectious tracheobronchitis, Short review: tos de perrera. En "Virus infections of
carnivores" (M. Appel Ed.), 1st Edition, pp201-211 Elsevier Science Publishers, Amsterdam).

Bemis, D.A., Carmichael, L.E., and Appel, M.J. (1977). Naturally occurring respiratory disease in a kennel caused by
Bordetella bronchiseptica. Cornell Vet. 67, 282-93.

Binn, L.N., Alford, J. P., Marchwicki, R. H., Keefe, T.J., Beattie, R. J., and Wall, H.G. (1979). Studies of respiratory
disease in random-source laboratory dogs: viral infections in unconditioned dogs. Lab Anim Sci. 29, 48-52

Binn, L. N., Eddy, G. A,, Lazar, E. C., Helms, J., and Murnane, T. (1967). Viruses recovered from laboratory dogs with
respiratory disease. Proc Soc Exp Biol Med 126, 140-5

Chilvers, M. A., McKean, M., Rutman, A., Myint, B. S., Silverman, M., and O’Callaghan, C. (2001). The effects of
coronavirus on human nasal ciliated respiratory epithelium. Eur Respir J. 18, 965-70.

Ditchfield, J., Macpherson, L. W., and Zbitnew, A. (1962). Association of a canine adenovirus (Toronto A 26/61) with an

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2384445713

outbreak of laryngotracheitis ("kennel, cough"). Can. Vet. Jour. 3, 238-247

Felsenstein, J. (1989). PHYLIP-Phylogeny Inference Package (Version 3.2c). Cladistics 5, 164-166

Ignjatovic, J., and Sapats, S. (2000). Avian infectious bronchitis virus. Rev Sci Tech. 19, 493-508.

Karpas, A., King, N.W., Garcia, F.G., Calvo, F., and Cross, R.E. (1968). Canine tracheobronchitis: Isolation and
characterization of the agent with experimental reproduction of the disease. Proc Soc Exp Biol Med. 127, 45-52.

Keil, D.J., and Fenwick, B. (1998). Role of Bordetella bronchiseptica in infectious tracheobronchitis in dogs. J Am Vet
Med Assoc. 15, 200-7.

Lou, T.Y., and Wenner, H.A. (1963). Natural and experimental infection of dogs with reovirus, typel: pathogenicity of the
strain for other animals. Am.J.Hyg. 77, 293-304.

Makela, M.J., Puhakka ,T., Ruuskanen, O., Leinonen, M., Saikku, P., Kimpimaki, M., Blomgvist, S., Hyypia, T., Arstila, P.
(1998). Viruses and bacteria in the etiology of the common cold. J Clin Microbiol. 36, 539-42.

Page, R.D.M. Treeview: An application to display phylogenetic trees on personal computers. Computer Applications in
the Biosciences 1996 12: 357-358

Pearson WR. Rapid and sensitive sequence comparison with FASTP and FASTA. Methods Enzymol. 1990;183: 63-98.
Pensaert M, Callebaut P, Vergote J. Isolation of a porcine respiratory, non-enteric coronavirus related to transmissible
gastroenteritis. Vet Q. 1986 Jul;8(3):257-61.

Randolph JF, Moise NS, Scarlett JM, Shin SJ, Blue JT, Bookbinder PR. Prevalence of mycoplasmal and ureaplasmal
recovery from tracheobronchial lavages and prevalence of mycoplasmal recovery from pharyngeal swab specimens in
dogs with or without pulmonary disease. Am J Vet Res. 1993 Mar;54(3):387-91.

Spaan W, Cavanagh D, Horzinek MC. Coronavirus: structure and genome expression. J Gen Virol. 1988 Dec; 69 ( Pt
12):2939-52. Stephensen CB, Casebolt DB,GangopadhyayNN.Phylogenetic analysis of a highly conserved regién of the
polymerase gene from 11 coronavirus and development of a consensus polymerase chain reaction assay.Virus Res.
1999 Apr;60(2):181-9.

Storz J, Purdy CW, Lin X, Burrell M, Truax RE, Briggs RE, Frank GH, Loan RW Isolation of respiratory bovine
coronavirus, other cytocidal viruses, and Pasteurella spp from cattle involved in two natural outbreaks of shipping fever. J
Am Vet Med Assoc. 2000 May 15;216(10):1599-604.

Tennant BJ, Gaskell RM, Jones RC, Gaskell CJ. Studies on the epizootiology of canine coronavirus. Vet Rec. 1993 Jan
2;132(1):7-11.

Thompson JD, Gibson TJ, Plewniak F, Jeanmougin F, Higgins DG The ClustalX windows interface: flexible strategies
for multiple sequence alignment aided by quality analysis tools. Nucleic Acids Res. 1997 Dec 15;25(24):4876-82.
Example 2: Cloning and expression of CRCV Spike

[0250] El gen Spike de CRCYV fue clonado usando los iniciadores listados en la Tabla 5 y usando la siguiente estrategia
de clonacion, que es ilustrada en la Figura 18.

1. El gen Spike fue amplificado en cuatro fragmentos solapados (A,B,C,D).

2. El producto PCR Sp5-Sp2 (B) fue unido al producto Sp1-Sp8 (C) usando el sitio Pvull en el solapamiento.

3. Este fragmento fue clonado en el vector pT7blue2 (Novagen) usando los sitios de restriccion Ncol y BstXI

4. El fragmento de PCR SpFXho-Sp6 (A) fue unido a BC usando el sitio de restriccion BstXl en el solapamiento y el sitio
Xhol que habia sido incorporado en el iniciador SpF-Xho.

5. El fragmento ABC fue movido dentro del vector de transferencia de baculovirus pMelBacB (Invitrogen) usando los
sitios de restriccion Xhol y Ncol.

6. El fragmento de PCR Sp7-SpR-HisTag- Eco (D) fue unido a ABC usando el sitio de restriccion Ncol en el
solapamiento y el sitio EcoRI que habia sido incorporado dentro del iniciador SpR-Eco-HisTag resultando en el gen
Spike completo en pMelBacB (Spike MelBac). Este constructo contiene un HisTag (6xHis) en el extremo C terminus de
la proteina expresada.

7. Para la expresion mamifera el gen completo fue movido a pSecTagA (Invitrogen) usando el sitio BamHI en pMelBacB
y el sitio EcoRl al final de ABCD resultando en el plasmido SpikeSecTag.

Construccién de un baculovirus recombinante

[0251] Una cotransfeccion fue realizada en células Sf9 usando el ADN de baculovirus de Bac-N-Blue (Invitrogen) y
Spike MelBac. Se mostr6 que el baculovirus resultante (AcSpCRCV 1-11) contenia un inserto de extension completa por
iniciadores usando PCR (Invitrogen) situados corriente arriba y corriente debajo del sitio de recombinacion.

Expresion en células mamiferas

[0252] EI plasmido Spike SecTag fue transfectado dentro de células BHK-21 usando Lipofectamine (Invitrogen). La
expresion de la proteina Spike fue analizada usando una muestra de suero procedente de un perro que se habia
mostrado positivo para anticuerpos a CRCV usando ELISA (antigeno BCV obtenido de Churchill) y un suero de control
positivo para BCV obtenido de Churchill (pollo anti BCV). Las células transfectadas mostraron una sefial positiva en una
prueba de inmunoflorescencia usando suero canino o de pollo y un conjugado etiquetado de FITC (IgG anti-perro FITC
0 1gG anti pollo FITC)
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Reivindicaciones

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

21.

22.

23.

Una composicion de vacuna para vacunar perros, la composicién comprendiendo:

un coronavirus respiratorio canino (CRCV) que comprende una proteina Spike (S) teniendo la secuencia

aminoécida listada en la Figura 4, o

una proteina S coronaviral teniendo al menos 97% de identidad aminoacida con la secuencia aminoacida

de la Figura 4, o un fragmento inmunogénico de la Figura 4 de al menos 200 aminoacidos longitud, o un

acido nucleico que codifica dicha proteina S coronaviral o dicho fragmento inmunogénico de la Figura 4.
Una composicion de vacuna segun la Reivindicacion 1 en la que la proteina S coronaviral tiene al menos 98%
de identidad con la secuencia aminoéacida de la Figura 4.
Una composicion de vacuna segun la Reivindicacion 2 en la que la proteina S coronaviral tiene al menos 99%
de identidad con la secuencia aminoéacida de la Figura 4.
Un composicion de vacuna segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-3 en donde la proteina S coronaviral es
una proteina aislada o recombinante.
Una composicion de vacuna segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-4 y también comprendiendo un
adyuvante farmacéuticamente aceptable.
Una composicion de vacuna segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-5, ademas comprendiendo uno
cualquiera o mas de:

un agente capaz de aumentar una respuesta inmune en un perro contra el virus parainfluenza canino;

un agente capaz de aumentar una respuesta inmune en un perro contra el tipo 2 de virus adeno canino;

un agente capaz de aumentar una respuesta inmune en un perro contra virus de herpes canino; y

un agente capaz de aumentar una respuesta inmune en un perro contra Bordetella bronchiseptica.
Una proteina S de coronavirus teniendo al menos 97% de identidad de secuencia aminoacida con la secuencia
listada en la Figura 4 para uso en medicina.
Una proteina S de coronavirus para uso segun la Reivindicacion 7 que es una proteina recombinante o aislada.
Uso de un coronavirus que tiene una proteina S con al menos 90% de identidad aminoacida con la secuencia
aminoacida de la Fig. 4 o una proteina S coronaviral teniendo al menos 90% de identidad aminoacida con la
secuencia aminoacida de la Figura 4 o un fragmento inmunogénico de la misma, o un &cido nucleico que
codifica dicha proteina S coronaviral o dicho fragmento inmunogénico de la misma, en la preparacion de un
medicamento para estimular una respuesta inmune contra el coronavirus respiratorio canino en un perro.
El uso de un coronavirus teniendo una proteina S con al menos 90% de identidad aminoacida con la secuencia
aminoacida de la Fig. 4 o una proteina S coronaviral teniendo al menos 90% de identidad aminoacida con la
secuencia aminoacida de la Fig. 4, o un fragmento inmunogénico de la misma, o un acido nucleico que codifica
dicha proteina S coronaviral o dicho fragmento inmunogénico de la misma, en la preparacion de un
medicamento para profilaxis de enfermedad respiratoria en un perro.
El uso segun la Reivindicacion 9 o 10 en donde el coronavirus comprende una proteina S teniendo al menos
95% de identidad aminoé&cida con la secuencia aminoacida de la Fig. 4.
El uso segun la Reivindicacién 11 en donde el coronavirus es CRCV que comprende una proteina S teniendo
la secuencia aminoéacida de la Fig. 4.
El uso segun la Reivindicaciéon 9 o 10 en donde la proteina S coronaviral tiene al menos 95% de identidad
aminoacida con la secuencia aminoacida de la Fig. 4.
El uso segun la Reivindicacion 13 en donde la proteina S coronaviral tiene al menos 97% de identidad
aminoacida con la secuencia aminoacida de la Fig. 4.
El uso segun cualquiera de las Reivindicaciones 9-10 y 13-14 en donde la proteina S coronaviral comprende al
menos uno de V en la posicién 103; V en la posicion 118; D en la posicion 166; M en la posicion 171; K en la
posicién 179; P en la posicion 192; S en la posicién 210; H en la posicién 235; F en la posicién 267; F en la
posicién 388; M en la posicion 407; S en la posicion 436; | en la posicion 440; | en la posicién 447; F en la
posicién 501; Y en la posicion 525; N en la posicion 528; L en la posicion 540; K en la posicion 582; G en la
posicion 608; G en la posicion 692; S en la posicién 695; W en la posicion 757; G en la posicion 758; Q en la
posicion 763; T en la posicion 769; P en la posiciéon 786; H en la posicién 792; R en la posicion 818; P en la
posicion 827; V en la posicion 828; F en la posicion 887; D en la posicién 933; F en la posicion 977; T en la
posicion 1011; S en la posicién 1018; K en la posicion 1063; L en la posicion 1256; y M en la posicién 1257.
El uso segun cualquiera de las Reivindicaciones 9-10 y 13-15 en donde la proteina S coronaviral comprende la
secuencia amino&cida de la Figura 4.
El uso segun las Reivindicaciones 9-10 y 13-16 en donde la proteina S coronaviral en una proteina aislada o
recombinante.
Una composicion de vacuna segun cualquiera de las Reivindicaciones 1, 5 0 6, en donde el coronavirus ha
sido atenuado o inactivado.
Un uso segun cualquiera de las Reivindicaciones 9-12, en donde el coronavirus ha sido atenuado o inactivado.
Una composicién comprendiendo un coronavirus que tiene una proteina S con al menos 90% de identidad
aminoécida con la secuencia aminoacida de la Figura 4, o una proteina S coronaviral teniendo al menos 90%
de identidad aminoacida con la secuencia aminoécida de la Figura 4, o un fragmento inmunogénico de la
misma, 0 un acido nucleico que codifica dicha proteina S coronaviral o dicho fragmento inmunogénico de la
misma, para uso para estimular una respuesta inmune contra el coronavirus respiratorio canino en un perro, o
para uso en profilaxis de enfermedad respiratoria en un perro.
Una composiciéon para uso segun la Reivindicacion 20 en donde el coronavirus comprende una proteina S
teniendo al menos 95% de identidad aminoéacida con la secuencia aminoacida de la Figura 4.
Una composicién para uso segun la Reivindicacion 21 en donde el coronavirus es CRCV que comprende una
proteina S que tiene la secuencia aminoéacida de la Figura 4.
Una composicion para uso segun cualquiera de las Reivindicaciones 20-22 en donde el coronavirus ha sido
atenuado o inactivado.
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Una composicion para uso segun la Reivindicacion 20 en donde la proteina coronaviral tiene al menos 95% de
identidad aminoacida con la secuencia aminoacida de la Figura 4.

Una composicion para uso segun la Reivindicacion 24 en donde la proteina S coronaviral tiene al menos 97%
de identidad aminoécida con la secuencia amino&cida de la Figura 4.

Una composicién para uso segun cualquiera de las Reivindicaciones 20, 24 y 25 en donde la proteina S
coronaviral comprende al menos uno de V en la posicion 103; V en la posicion 118; D en la posicién 166; M en
la posicion 171; K en la posicion 179; P en la posicién 192; S en la posicion 210; H en la posicion 235; F en la
posicion 267; F en la posicion 388; M en la posicion 407; S en la posicién 436; | en la posicion 440; | en la
posicion 447; F en la posicion 501; Y en la posicion 525; N en la posicion 528; L en la posicién 540; K en la
posicion 582; G en la posicion 608; G en la posicién 692; S en la posicidon 695; W en la posicion 757; G en la
posicién 758; Q en la posicion 763; T en la posicion 769; P en la posicidon 786; H en la posicion 792; R en la
posicién 818; P en la posicion 827; V en la posicién 828; F en la posicién 887; D en la posicién 933; F en la
posicién 977; T en la posicion 1011; S en la posicion 1018; K en la posicion 1063; L en la posicion 1256;y M en
la posicion 1257.

Una composicidon para uso segun cualquiera de las Reivindicaciones 20 y 24-26 en donde la proteina S
coronaviral comprende la secuencia aminoéacida de la Figura 4.

Una composiciéon para uso segun cualquiera de las Reivindicaciones 20 y 24-27 en donde la proteina S
coronaviral es una proteina aislada o recombinante.
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FIGURA1  p&_

ctcagatgaa tttgaaatat gctattagtg ctaagaatag agcccgcact gttgctggtg 60
tttccatact tagtactatg actggcagaa tgtttcatca aaaatgtttg aaaagtatag 120
cagctacacg tggtgttcct gttgttatag gcaccactaa attttatggc ggctgggatg 180
atatgttacg tcgccttatt aaagatgttg acaatcctgt acttatgggt tgggattatc 240
ctaagtgtga 250

FIGURA 2

QMNLKYAISA KNRARTVAGV SILSTMTGRM FHQKCLKSIA ATRGVPVVIG TTKFYGGWDD 60
MLRRLIKDVE NPVLMGWDYP KCE : 84
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atgtttttga
tgtactacgg
gtcgatgtta
acattgttgce
aagggaactt
gatggtgttt
gagtttcctg
caaccacata
cagtatacta
atagaactat
tatgatgtga
gcatatttta
gtgctttcac
tgggttacac
tttaatgctg
atagcaccat
gtttaccgac
tcggtgcctt
agcagecctga
aagatatacg
aggaaggttg
gatactactg
agcaggttta
aagcctcaac
aaagctccca
tttggtatag
tatttaactt
tctaaatcta
cactgttctg
ccaaaagcat
tttgctaatt
aaatcaaaca
ggccaaggta
tatgattcta
attcgtagtt
gcattgctat

ctgcaaccta

tacttttaat
tttccatcaa
ctaatggttt
ttaatggtta
tactattgag
ttgctaaggt
ctataactat
ctactaattt
tgtgcgatta
ggcattggga
atgctgatta
cagacactgg
attattatgt
ctctcacttt
ttgattgtaa
ctactggtgt
gtatacctaa
ctccattaaa
tgtcttttat
gtatgtgttt
acctacaaat
ctacaagttg
atccttctat
ctgtaggtgt
caaatttctg
atgctggtta
gttataatgce
cagggcctta
gtcttgctat
ttttgggttg
ttattttgca
cagacataat
tttttgttga
atggtaatct
gctatagcgg
ttcggaatat
ttaactattt
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ttccttacca
tgatgttgac
aggtacttat
ttatcctact
cacactatgg
aaaaaatacc
aggtagtact
agataataaa
cccacatacg
tacaggtgtt
tttgtattcc
tgttgttact
catgcccttg
taaacaatat
gagtgatttt
ttatgaatta
tcttcecgat
ttgggaacgt
ccaggctgac
tttcagcata
gggcaatttg
tcagttgtat
ttggaatagg
ttttactgat
tccgtgtaaa
taaaaatagt
taaccaatgt
taagtgcccc
taaaagtgat
gtctgtggac
tggtgttaat
tcttggtgtt
ggttaatgcg
ctatggtttt
tcgtgtttca
taaatgcaat
tgatagttat

atggcttttg
accggtgctc
tatgttttag
tcaggttcta
tttaaaccac
aaggttatta
tttgtaaata
ttacaaggtc
atgtgtcatc
gttcectgtt
catttttatc
aagtttctgt
acttgtaata
ttactcgctt
atgagtgaga
aacggttaca
tgtaatatag
aagacctttt
tcgtttactt
actatagata
ggctatttgc
tataatttac
agatttggtt
catgatgttg
ttgaatgggt
ggtataggca
gattgtttgt
caaactaaat
tattgtggag
tcttgtttac
agtggtacta
tgtgttaatt
acttattata
agggactact
gcgggetttce
tacgttttta
cttggttgtg
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ctgttatagg
cttctattag
atcgtgtgta
catatcgtaa
catttctttc
aagatggtgt
catcctatag
tcttagagat
ctaatctggg
tatataagcg
aagaaggtgg
ttcatgttta
gtgctatgac

tcaatcazgs

aggcttgget
caaattgtaa
gtaataatat
agtttgctat
agtcttttaa
ctgctagtaa
ttacagaaca
tttatgcaca
ctttgtgtgt
cttgtcctge
gcactccaga
acttagttgg
gcaatccttg
aaggggatag
cttgttctac
atgatcttta
atagttggca
taacaaacag
actctaactc
ataatactct

ttgtcaatgce

agatttaaag
cactgatétt
tttaaatact
tatggcactg

tgattttatt

agtgtatagt
tgtggtagta
ctctgtttgce
taataaacgc
taatttcaca
tactttttat
tttaggcacg
tttagaatac
tggtgttatt
aacactatct
zaattgcagat
taatgataag
ttttaatatg
tgatgctgct
acccaatggt
ctatagaatt
tgtttctatt
atctgttttt
acattgtttt
aggtagtggt
aggtactaat
ccctatttta
cataggtgag
tacttgccaa
gtgtaatatt
tgatttacaa
tggtattaca
gaacctttta
aacttttatg
ttccgaacca
ttcacgacag

tgataatagt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220



acttctagtt
tctacacaaa
ccatttactg
caaatacctt
aaagttacta
ttggttgaat
ctacttgaca
actaagctta
ggttgtttag
ttttctaaag
ggtgccgaaa
ccactgctct
tttccteett
aatggtattg
tttaacaatg
aaaattcaag
tctaataaat
cttgaagcgc
tatgtttctc
gagaaggtta
aatcatatta
tatgtcccta
agaggtatag
ggtagtggtt
tgtgctgtta
cctgatttta
ttgtcacttg
caggaggcaa
gaatattatg
atgcttgttt
aaatgcggtg

catgacgact

ctgttcaaac
gacgaagtcg
ttaatccagt
cagagtttac
ttgattgtcc
-atggtagttt
ctacacagtt
aagatggctt
gaagcgaatg
taaagttatc
ttagggacct
cagaaaatca
ggtcagcagc
gtgttaccat
cccttgatgce
ctgttgttaa
ttggtgctat
aagctcagat
aacagcttag
atgaatgtgt
tatcattagt
ctaagtatgt
ctcctaagag
attactaccc
actatactaa
aggaagagtt
attatataaa
taaaagtttt
taaaatggcc
tactattctt
gttgttgtga

aa
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atgtgatctc
tagaacgatt
aaatgatagt
tataggtaat
tgtttttgte
ttgtgacaat
gcaagtagct
taatttcaat
taataaagtt
tgatgttggt
catttgtgtg
gatcagtgga
agcaggcgta
ggatgtgcta
tattcaggaa
tgcaaatgct
aagtgcttct
agacagactt
tgattctaca
caaaagccaa
gcagaatgct
cactgcgaag
tggttatttt
tgaacctata
agcaccggat
ggatcaatgg
tgttacattc
aaatcatagc
ttggtatgta
catatgctgt
tgattatact

acagtaggta
accactggtt
ttacaccctg
atggaggagt
tgtggtgatt
attaatgcta
aatagtttaa
gtagatgaca
tccagtagat
tttgttgatg
caaagttata
tacactttqgg
ccattttatt
actcaaaatc
gggtttgatg
gaagctctta
ttacaagaaa
atcaatgggc
ctagtaaaat
tcatctagga
ccatatggtt
gttagtecceg
gttaatgtaa
actggaaata
gtaatgctga
tttaaaaacc
ttggacctac
tacatcaatc
tggcttttaa
tgtacaggat
ggacatcagg

24

gtggttactg
atcggtttac
taggtggttt
ttattcaaac
atgcagcatg
tactcacaga
tgaatggtgt
tcaatttttc
ctgctataga
cttataataa
atggtatcaa
ctgccacctt
taaatgttca
aaaagcttat
ctaccaattc
ataacttatt
ttctatczég
gtcttaccge
ttagtgcagc
taaatttttg
tgtattttat
gtctgtgcat
ataacacttg
atgtégttgt
acatttcaac
aaacattaat
aagatgaaat
tcaaggacat
ttggccttge
gtgggactag
agttagtaat

gggggattac
taattttgag
gtatgaaatt
aagatctcct
taaatcacag
agtaaatgaa
cactcttagc
ccctgtatta
ggatttactt
ttgtactgga
agtgttgcct
tgctagtctg
gtatcgtatt
ttctaatgceca
tgctttagtt
gcaacaactc
acttgatgct
tcttaatgcect
acaagctatg
tggtaatggt
ccactttagc
ygcaggtgat
gatgttcact
tatgagtacc
acccaacctc
ggcaccagat
gaataggtta
tggtacatat
tggcgtagct
ttgttttaag

caaaacgtca

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
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MFLILLISLP
TLLLNGYYPT
EFPAITIGST
IELWHWDTGV
VLSHYYVMPL
IAPSTGVYEL
SSLMSFIQAD
DTTATSCQLY
KAPTNECPCK
SKSTGPYKCP
FANEILHGVN
YDSNGNLYGF
LOPINYFDSY
PETVNPVNDS
LVEYGSFCDN
GCLGSECNKV
PLLSENQISG
FNNALDAIQE
LEAQAQIDRL
NHIISLVONA
GSGYYYPEPI
LSLDYINVTF
MLVLLFFICC

MAFAVIGDLK
SGSTYRNMAL
FVNTSYSVVV
VPCLYKRNFET
TCNSAMTLEY
NGYTVQPIAD
SETCNNIDAA
YNLPASNVSI
LNGSLCVGSG
QTKYLVGIGE
SGTTCSTDLQ
RDYLTNRTFM
LGCVVNADNS
LHPVGGLYEI
INAILTEVNE
SSRSAIEDLL
YTLAATFASL
GFDATNSALV
INGRLTALNA
PYGLYFIHFS
TGNNVVVMST

LDLODEMNRL

CTGCGTSCFK
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FIGURA 4

CTTVSINDVD
KGTLLLSTLW
QPHTTNLDNK
YDVNADYLYS
WVTPLTFKQY
VYRRIPNLPD
KIYGMCFFSI
SRFNPSIWNR
FGIDAGYKNS
HCSGLAIKSD
KSNTDIILGV
IRSCYSGRVS
TSSSVQTCDL
QIPSEFTIGN
LLDTTQLQVA
FSKVKLSDVG
FPPWSARAGV
KIQAVVNANA
YVSQQLSDST
YVPTKYVTAK
CAVNYTKAPD
QEAIKVLNHS
KCGGCCDDYT

TGAPSISTDV
FKPPFLSDFI
LOGLLEISVC
HEYQEGGTFY
LLAFNQDGVI
CNIEAWLNDK
TIDKFAIPNG
RFGFTEQSVF
GIGTCPAGTN
YCGGNPCTCQ
CVNYDLYGIT
AGFHSNSSEP
TVGSGYWGDY
MEEFIQTRSP
NSLMNGVTLS
FVDAYNNCTG
PFYLNVQYRI
EALNNLLQQL
LVKFSAAQAM
VSPGLCIAGD
VMLNISTPNL
YINLKDIGTY
GHQELVIKTS
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VDVTNGLGTY
DGVFAKVKNT
QYTMCDYPHT
AYFTDTGVVT
ENAVDCKSDF
SVPSPLNWER
RKVDLOMGNL
KPQPVGVFETD
YLTCYNANQC
PKAFLGWSVD
GQGIFVEVNA
ALLFRNIKCN
STORRSRRTI
KVTIDCPVEV
TKLKDGENEN
GAEIRDLICV
NGIGVTMDVL
SNKFGAISAS
EKVNECVKSQ
RGIAPKSGYF
PDFKEELDQW
EYYVKWPWYV
HDD

YVLDRVYLNT
KVIKDGVVYS
MCHPNLGNKR
KFLFHVYLGT
MSEIKCKTLS
KTFSNCNFNM
GYLQSFNYRI
HDVVYAQHCF
DCLCTPDPIL
SCLQGDRCNI
TYYNSWONLL
YVENNTLSRQ
TTGYRFTNFE
CGDYAACKSQ
VDDINESPVL
QSYNGIKVLP
TQNQKLISNA
LQEILSRLDA
SSRINFCGNG
VNVNNTWMET
FKNQTLMAPD
WLLIGLAGVA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
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1140
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1260
1320
1363
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FIGURA6

CTCAGATGAATTTGAAATATGCTATTAGTGCTAAGAATAGAGCCCGCACTGTTGCTGGTG
CTCAAATGAATTTGAAATATGCTATTAGTGCTAAGAATAGAGCCCGCACTGTTGCTGGTG
CTCAAATGAATTTGAAATATGCTATTAGTGCTAAGAATAGAGCCCGCACTGTTGCTGGTG
CTCARATGAATTTGARATATGCTATTAGTGCCAAGRATAGAGCCCGCACTGTTGCTGGTG
CTCAGATGAATTTGAAATATGCTATTTCTGGAAAGGCTAGAGCTCGTACAGTAGGAGGAG

(I Z 2T AR FETTESIEE L AR E L EE LR * % * k% *hhkkddx *k *k Hhk ¥ *k &

TTTCCATACTTAGTACTATGACTGGCAGAATGTTTCATCAAAAATGTTTGAAARAGTATAG
TTTCCATACTCAGTACTATGACTGGCAGAATGTTTCATCAAARATGTTTGAAAAGTATAG
TTTCCATACTTAGTACTATGACTGGCAGAATGTTTCATCAAAAATGTTTGAAAAGTATAG
TTTCCATACTTAGTACTATGACTGGCAGAATGTTTCATCAAAAATGCTTGAAAAGTATAG
TTTCACTTCTTTCTACCATGACTACGAGACAATACCACCAGAAGCATTTGAAGTCAATTG

* K kok * ** *kdk Hhkhkhk ik * %k % * *k *k K%k e dkkd ok *k ok

CAGCTACACGTGGTGTTCCTGTTGTTATAGGCACCACTAAATTTTATGGCGGCTGGGATG
CAGCTACACGTGGTGTTCCTGTTGTTATAGGCACCACTAAGTTTTATGGCGGCTGGGATG
CAGCTACACGTGGTGTTCCTGTAGTTATAGGCACCACTAAATTTTATGGTGGCTGGGATG
CAGCTACACGTGGCGTTCCTGTGGTTATAGGCACCACTAAATTTTATGGCGGCTGGGATG
CTGCAACACGCAATGCCACTGTGGTTATTGGCTCAACCAAGTTTTATGGTGGTTGGGATA

* %% kixkkx * Fhkkx Fhkkhkhk AEk Kk hhk ** FAhkhkhkhkhkd Hhk Fhkhkhkikk

ATATGTTACGTCGCCTTATTAAAGATGTTGACAATCCTGTACTTATGGGTTGGGATTATC
ATATGTTACGTCGCCTTATTAAAGATGTTGATAATCCTGTACTTATGGGTTGGGATTATC
ATATGTTACGCCGCCTTATTAAAGATGTTGACAATCCTGTACTTATGGGTTGGGATTATC
ATATGTTACGCCGCCTTATTAAAGATGTTGATAATCCTGTACTTATGGGTTGGGATTATC
ACATGCTTAAARATTTAATGCGTGATGTTGATAATGGTTGTTTGATGGGATGGGACTATC

* k*xk % * k% *hkkkkkdkk *kh*%x * * k*khkhkkhk Xhhkkik kkhk

CTAAGTGTGA
CTAAGTGTGA
CTAAGTGTGA
CAAAGTGTGA
CTAAGTGTGA

* kdkkhk Ak hhh
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FIGURA7

~—-MNLKYAISAKNRARTVAGVSILSTMTGRMFHQKCLKSIAATR
---MNLKYAISAKNRARTVAGVSILSTMTGRMFHQKCLKSIAATR
—---MNLKYAISAKNRARTVAGVSILSTMTGRMFHQKCLKSIAATR
~-OMNLKYATSAKNRARTVAGVSILSTMTGRMFHQKCLKSIAATR
MTQOMNLKYAISGKARARTVGGVSLLSTMTTRQYHQKHLKSIAATR

********_* *****'***:***** * sk kk khkhkhhkhhd

GVPVVIGTTKFYGGWDDMLRRLIKDVDNPVLMGWDYPKC
GVPVVIGTTKFYGGWDDMLRRLIKDVDNPVLMGWDYPKC
GVPVVIGTTKFYGGWDDMLRRLIKDVDNPVLMGWDY PKC
GVPVVIGTTKFYGGWDDMLRRLIKDVENPVIMGWDYPRKC——
NATVVIGSTKFYGGWDNMLKNLMRDVDNGCLMGWDYPKC—-——

.._****:********:**:.*::**:* *hhkkhkkk ko
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————————————————————— ATGTTTTTGATACTTTTA--—-—--ATTTCCTTACCAATG
ATGATTGTGCTCGTAACTTGCATTTTATTGTTATGTTCATACCACACTGCTTCGAGTACG

kdk hk Fhkk Kk *k ok * * * % * &

GCTTTTGCTG-TTATAGGAGATTTAAAGTGTACTACGGTTTC-CATCAATGATGTTGACA
TCAAATRAATGATTGTAGACAAGTTAA--CGTAACACAATTAGATGGCAATGAAARACCTCA

* * kh ddk ok * kdkhk g de e ¥k * & * de ok ok ke k *

CCGGTG-CTCCTTCTATTAGCACTGATGTTGTCGATGT TACTAATGGTTTAGGTACTTAT
TTAGAGACTTTTTGTTTCAAAACTT-TAAAGAAGAAGGAACTGTAGTTGTTGGTGGTTAC

* Kk dk *h k ok ok * ¥k * * L ¥ & & * k K* Hkk ¥ % ok

TATGTTTTAGA--—--TCGTGTG--TATTTAAATACTACA--~-TTGTTGCTTAATGGTTA
TACCCTACAGAGGTTTGGTATAACTGTTCTAGAACAGCAACAACTACTGCCTA-TGAGTA

d & * * ek * Ak ok * ok ¥* F* % ek * dedde Fh hok % &

TTATCCTACTTCAGGTTCTACATATCGTAATATGGCA-CTGAAGGGAACTTTACTATTGA
TTTCAGTAATATACACGCATTCTATTTTGATATGGAAGCCATGGAGAATAGTACTGGTAA

* & *hk ok * * % de A * HhhkhArA * K * kkk de e de * &

=GCACACTATGG-TTTAAARCCACCATTTCTTTCTGATTTTATTGATGGTGTTTTTGCTAA
TGCACGTGGTAARACCTTTATTATTTCATGTTCATGGTGAGCCTGTTAGTGTCATCATATA

¥ ok k& * * * * * dk * kK dhk Kk kdkkk * *

GGTARARAATACCAAGGTTATTAAAGATGGTGTAGTGTATAG—--TGAGTTTCCTGCTAT
CATATCTTATAGAGATGATGTGCAACATAGGCCACTTTTARAACACGGATTAGTGTGCAT

* & d &k * * ok ok dede ek ok * Kk * * * & * &

AACTATAGGTAGTACTTTTG--TA-AATACATCCTATAGTGTGGTAGTACAACCACATAC
AACTGAAAGTCGCAACATTGACTATAACAGTTTCACCAGTA-GCCAGTGGAATTCCATAT

4ok * kdk Kk ok % %k *k kK * & * * % * LR R * & LR

-TACTAATTTAGATAATAAATTACAAGGTCTCTTAGAGATCTCTGTTTGCCAGTATACTA
GTACGGGTAATGACAGAAARAATTCCTT-TCTCTGTCATACCCACGGACAATGGAACAARA

ko * ** & dhdk * ok LR £ X * ok k * *  * ok *
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-TGTGCGATTACCCACATA-CGATGTGTC-ATCCTAATCTGGGT~AATAAACG-~CATAG
ATTTATGGTCTTGAGTGGAATGATGAATTTGTTACAGCGTACATTAGTGGTCGTTCTTAT

* & * & * % Je o & * * * * * * ok * % ok

AACTATGGCATTGGGATACAGGTGTTGTTCCCTGTT-TATATARGCGTAATTTCACATAT
AATTGGAACATCAATAATAATTGGTTTAACAATGTCACGCTTCTGTATAGTCGCTCRAGC

*k * & ket * & ¥ %k * & %k * * L * ko

GATGTGA-ATGCTGATTATTTGTATTCCCATTTTTATCAAGAAGGTGGTACTTT~-—-TTA
ACTGCCACATGGCAACACAGTGC-TGCATACGTTTACCAAGGTGTTTCTAACTTCACTTA

* % e Ak ¥ * %k * ¥ *hdk ok kok * ok LE * LR

TGCATATTTTACAGACACTGGTGTTGTTACTAAGTTTCTGTTTCATGTTTAT-TTAGGCA
TTACAAGTTAAATAACACCAATGGTCTAA-—ARACCTATGAATTATGTGAAGATTATGAA

* * dk * de ke &k *k k Kk K * J*  dek * ko * dhkdk * &

CGGTGCTTT-——CACATTATTA-TGTCATGCCCTTGACTTGTAATAGTGCTATGACTTTA
TATTGCACTGGCTACGCCACTARCATCTTTGCCCCAACTGTGGGAGGTTACATACCTGAT

*hk Kk * g * kk *hk ok Kk ke * % *k ok
GAATACTGGGTTA-——-— CACCTCTCACTTTTAAACAATATTTACTCGCTTTCAATCAAG
GGATTTAGTTTTAACAATTGGTTTTTGCTTACAARACAGCTCCACTTTTGT TAGTGGCAGA
* ok *  kkk * ok dkw kkkdk * * % * %

ATGGTGTTATTTTTAATGCTGTTGATTGTAAGAGTGATTTTATGAGTGAGATTAAGTGT ~
TTTGTARCARATCARCCATTATTAGTTAATTGCTTGTGGCCAGTTCCTAGTTTTGGTGTT

* *k * * * * ke o * * % * ok dk ek koK

~-AAAACACTATCTATAGCACCATCTACTGGTGTTTATGAATTAAACGGTTACACTGTTC
GCAGCACAAGAATTTTGTTTTGAAGGTGCACAGTTTAGCCAATGTAATGGTGTGTTTTTA

* ¥k k * * * * *hk kA * * * * ke

AGCCA-ATTGCAGATGTTTACCGACGTATACCTAATCTTCCCG--ATTGTAATATAGAGG
AATAACACAGTAGATGTCATTAGATTCAACCTTAATTTTACTGCAGATGTACAATCTGGC

* * * *  dedkdk kb * % * * hhkhkh kdk k K *hhk ¥ * *
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CTTGGCTTAATGATAAGT-CGGTGCCTTCTCCATTAAATTGGGAACGTAAGACCTTTTCA
ATGGGTGCTACAGTATTTTCACTGAATACAACAGGTGGTTGCATTCTTGAGATTTCTT-—

F * e * * * % * % * & * k& * ok hkk * **

AATTGTAATTTTAATATGAGCAGCCTGATGTCTTTTATCCAGGCTGACTCGTTTACTTGT
-GTTATAATGATATAGTGAGCGAGTCAAGTTTCTACAGTTATGGTGA---AATTCCCTTC

*dh Fhkdk * %k d ok ke Kk * * o * * * KkR ke k k

AATARTATTGATGCTGCTAAGATATACGGTATGTGTTTTTTCA--GCATAACTATAGATA
GGCGTAACTGATGG-ACCGCGTTAT-TGTTATGTCCTCTATAATGGCACAGCTCTTAAGT

* kit ik * * Kk * ko okd * * k * *hk k ek X *

AGTTTGCTA---TACCCAATGGTAGGAAGGTTGACCTACARATGGGCAATTTGGGCTATT
ATTTCGGCACATTACCCCCTAGTGTCAAGG--AAATTGCTATTAG-TAAGTGGGGCCAAT

* Ak ok * dodode gk * ko * ok * * Kk * kK *hk Kk dkkk ok ok

TGCAGTCTTTTAACTATAGAATTGATACTACTGCTACAAGTTGTCAGTTGTATTATAATT
TTTATATTAATGGTTACAATTTCTTTAGCACTTTTCCTATTGATTGTATATCTTTTARACT

* * * * * ok * * % LS 2 * k ok & * * * hk kkdk *

TACCTGCTAGTAATGTTTCTATTAGCAGGTTTAATCCTTCTATTTGGAATA-—GGAGATT
TAACCACTGGTGATAGTGGAGCATTTTGGACAATTGCTTACACATCGTACACTGAAGCAT

& * LE X * g * ok ke * * * kA * ki ¥

TGGTTTTA-CAGAACAATCTGTTTTTAAGCCT-CAACCTGTAGGTGTTTTTACTGATCAT
TAGTACAAGTTGARAACACAGCCATTAAAAAGGTGACGTATTGTAARCAGTCAC-ATTAAT

* k¥ * *dkd * * * e d ok *k * * & * ek * **
GATGTTGTTTATGCACAACATTGTTTTARAGCTCCCACAAATTTCTGTCCG—~--- TGTA
AACATCAAATGTTCTCAACTTACTGCTAATTTGCAAAATGGCTTTTATCCTGTTGCTTCA

+* * * * F Adkdk * * ek ok +* +* ek o hk * &

AATTGARTGGGTCTTTGTGTGTAGGTAGTGGT TTTGGTA--TAGATGCTGGTTATAAA-~
AGTGAAGTTGGTCTTGTCAATARGAGTGTTGTGTTACTACCTAGTTTCTATTCACATACC

* & * h Fhkhkdkkodh * % *dk Ak hh * & kA k kk * ok kX
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AATAGTGGTATAGGCACTTGTCCTGCAGGTACTAATTATTTAACTTGTTATARTGCTAAC
AGTGTTAATATAACTATTGATCTTG---GTATGAAGCGTAGTGGTTATGGTCAACCCA--

* * * I e ek * * 4k *k * &k * * *k * * ¥ * %

CRAATSTGATTGTTTGTGCACTCCAGAC--CCTATTTTATCTARATCTACAGGGCCTTA-T
TAGCCTCAACACTAAGTAACATCACACTACCAATGCAGGATAATARCACCGATGTGTACT

* * ok * F *k Ak *k kK H* %k *k K E A

AAGTGCCCCCRAAACTAAATACTTAGT TGGCATAGGTGAGCACTGTTCTGGTCTTGCTATT
GTATTCGTTCTAACCAATT-CTCAGTTTATGTTCACTCCACTTGCAAARGTTCTTTATGG

* & * *kk kdk Kk *F hhhh * * % * % *

AARAGTGATTATTGTGGAGGCAATCCTTGTACTTGCCARCCARAAGCATTTTTGGG—~TT
GACAACAATTTTAATCAAGATTGCACAGATGTTTTATATGCCACAGCTGTTATAAARACT

* kb K & * * a* * J * * * Fha k& *

GGTCTGTGGAC--TCTTGTTTACAAGG--GGATAGGTGTAATATTTTTGCTAA-TTTTAT
GGTACTTGCCCCTTCTCATTTGATAAATTGRATAATTACTTAACTTTTAACAAGCTTTGT

* %k * % a* * % & %k * * Kk * * drdkdek * ¥ ddd N
TTTGCATGGTGT--TAATAGTG--——-- GTACTACTTGTTCTACTGATT-TACAAAAATC
TTGTCGTTGAATCCTACTGGTGCCAACTGTAAGTTTGATGT TGCTGCCCGTACAAGAACC
* & * * * * dd k kdkk * 4k * * *  kk ok dhhkkhk Fhk *

AAACACAGACATAATTCTTGGTGTTTGTGTTAATTATGATCTTTATGGTATTACAGGCCA
AA-TGAGCAGGTTGTTAGAAGTTTATATGTAATATATGAAGARGGAGACAACATAGTGGG

L ¥ * * % *k * Kk *hkk * ok ohek K * * * kk

AGGTATTTTTGTTGA--—-~GGTTAATGCGACTTATTATAATAGTTGGCAGAACCTTTTAT
TGTACCGTCTGATAATAGTGGTCTTCACGATTTGTCAGTGTTACACTTAGACTCCTGTAC

* * kk * * * k& *hd kd Kk Kk * * ke ke * ok ko

ATGATTCTAATG---GTAATCTCTATGGTTTTAGGGACTACTTAACAAACAGA-ACTTTT
A-GATTACAATATATATGGTAGAACTGGTGTT-GGTATTATTAGACAAACTAARCAGCACA

* kdkk * k& * * hhhkh kk hk h kF *  hkdkdkr k&
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ATGATTCGTAGTTGCTATAGCG~GTCGTGTTTCAGCGGGCTTTCA-~-CTCTAACTCTTC
ATACTTAGTGGCTTACATTATACATCACTATCAGGTGATT TATTAGGTTTTARAAATGTT

de de ek skk Kk Kk * % * * * * & * * * * * & *

CGARCCAGCATTG-CTATTTCGGAATATTAAATGCAATTACGTTTTTAATAATACTCTTT
AGTGATGGTGTTGTCTATTCTGTGACACCATGTGATGTAAGCGCACAAGCGGCTGTTATT

* * *hkdk Hhkkhkik® ok * & * * % * * * * LA

CACG————- ACAGCTGCAACCTATTAACTATTTTGATAGTTATCTTGGTTGTGTTGTCAA
GATGGGGCCATAGTTGGAGC-TATGACTTCCATTAATAGTGAACT-GTTAGGTCTARCAC

* * * *k kk * F* khkk k& *hk FhkhddF * wk * ok ok *  kk

TGCTGATAATAGTAC-——--— TTCTAGTTCTGTTCARACATGTGATCTCACAGTAGGTRAET
ATTGGACAACAACACCAARATTTTTATTACTACTCTA-TATATAAT---ACAACARATGAG

*k Ak K % & dkk dhdk Kk ki *k ok kA ok kk * % & * *

GGTTACTGGGGGGATTACTCTACACAAAGACGAAGT————CGTAGAACGATTACCACTGG
AGA-ACTCGTGGCACTGCAATCGACAGTAACGATGTAGATTGTGAACCTATCATAACCTA

* *hkdk * hk * * * * d g de *kkh *k * * * * ko X * %
TT--~—— ATCGGTTT----ACTAATTTTGAGCCATTTACTGTTAATCCAGTAAATGATAG
TTCTAARCATAGGTGTTTGTARARATGGTGCGTTGGTTTTTATTAACGTCACACATTCTGA
* % *k dhk * ER X E * & * hhkkk f * %

TTTACACCCTGTAGGTGGTTTGTAT-—GAAAT-TCA-AATACCTTCAGAGTTTACTATAG
TGGAGATGTT-CAACCAATTAGCACTGGCAATGTCACGATACCCACAAACTTTACCATAT

* * * * *k * & d kkk kkok * &k h ok ok hd Kk Fhkhhkk hhkkh

GTAATATGGAGGAGTTTATTCAARCAAGATCTCCTARAGTTACTATTGATTGTCCTGTTT
CTGTGCAAGTTGAATACATCCAGGTTTACACTACACCGGTGTCAATAGATTGTTCTAGAT

+ * L *k *k *% * * * Fk kkhkAhkd hk *

TTGTCTGTGGTGATTATGCAGCATGTAAATCACAGT TGGTTGAATATGGTAGTTTTTGTG
ACGTTTGTAATGGTAACCCTAGATGTAATAAATTGTTARCACAATATGTTTCTGCATGTC

o Aodede LA * dokd ok kA * de de de Wk hdkdk h * * e
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ACAATATTAATGCTATACTCACAG-AAGT~~————————— ARAATGAACTACTTGACACTA
AAACTATTGAGCAAGCGCTTGCAATGAGTGCCAGCCTTGAAAACATGGAAGTTGATTCCA
* ok kkkk K ok dk Ak * & ¥ kdkkk ok Kk

CACAGTTGCAAGTAGCTAATAGTTTAATGAATGGTGTCACTCTTAGCACTARGCTTARAG
TGTTGTTTGTTTCAGAARATGCCCTTA-AATTGGCATCTGTTGAGGCGTTCAATAGTACA

LR * % Je d e * * *  kk Kk * % * ¥ & * & *
ATGGCTTTAATTTCAATGTAGATGACAT---~-CAATTT---TTCCCCTGTATTAGGTTGT
GAACATTTAGATCCTATTTACARAGARATGGCCTAACATAGGTGGTTCTTGGCTAGGAGGT

* k% * * *k Fh & ¥ ¥ ¥* ¥ +e E 3 * % d e e * &
TTAGGAAGCGAAT-—————=~~ GTAATAA-AGTTTCCAGTA--GATCTGCTATAGEGGAT
CTAARAGACATACTTCCGTCCCATAATAGCARACGTAAGTATCGTTCTGCTATAGARGAC
* % * * * d g g ok * ek ok ke * hhhhkhkhdhdhd hh

TTACTTTTTTCTARAAGTAAAGTTATCTGATGTTGGTTTTGTTGATGC--—-TTATAATAAT
TTGCTTTTTGATARAGTTGTAACTTCTGGTCTAGGTACAGTTGATGAAGATTATAAACGT

dde ke k ok de g ode ke bk dkkk * Kk kit dddkhkdh d ok otk *

TGTACTGGAGGTGCCGARATTAGGGACCTCATTTGTGTGCAAAGTTATAATGGTATCAAA
TGTACAGGTGGTTATGACATAGCTGACTTAGTTTGTGCACAATATTACAATGGCATCATG

dhkdkhkd *hk  kkok deh kk L d g dek ok h d A *hk dhkhkAhk Ahrd

GTGTTGCCTC-CACTGCTCTCAGAARATCAGATCAGTGGATACACTTTGGCTGCCACCTT
GTTCTACCTGGTGTTGCTAAT-GATGACAAGATGACTATGTACACAGCCTCTCTTGCAGG

* % *  kkk ok * & * *hhk * * L * & *

TGCTAGTCTGTTTCCTCC-TTGGTCAGCAGCA--GCAGGCGTACCATTTTATTTARATGT
TGGTATAGCATTAGGTGCACTAGGTGGTGGCGCCGTGGCTATACCTTTTGCAGTAGCAGT

kA ke * * & * * * % * * ki k dkk * A *

TCAGTATCGTATTAATGGTATTGGTGTTACCATGGATGTGCTAACTCAAAATCARAAGCT
TCAGGCTAGACTTAATTATGTTGCTCTACAAACTGATGTATTGAACAARARCCAGCAGAT

EE T * * de e de e ke * kkk k& * d de ok &k * khkkdk & *de &
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TATTICTAATGCATT TARCARTGCCCT TRRTGCTATT - ———= == =—CAGGAAGLATT-—
CCTGGCTAATGCT TTCARCCAAGC TR T TG TARCATTACACAGGCAT TTGE TRAGGTTRAA

# pEbbhebd dd chiw A b whE L L L

TGATGCTRA-~ = CCAATTCTECT=————- TTAGTTARAAT
TEATECTATACATCARACA TCACARGETCT TECCACTGTTGCTARRGCATTGGCARRAGT

'TiEassll LR R L aE & U

TCAAGCTGTTGT TARATGCAAATICTGAASCTC T TARTARCT TATTGCAACARCTETCTAR
GCAAGATETTET TARCACACAAGGECARGCTT TAAGCCRACCTARM AT ACARC TGC ARAA

BEAE wEE ek h hed ok d wdkEE B W L L Ll b

AR TTECTECTATAAG TGC TICT TTRCAAGARAT TCTATCTAGRCT TGRTGCTCTTGR
TRAGCTTCCAAGCCATTAGTAGTICTAT TAGTGACAT TTATAATAGGC T TGAT GAACTGAS

T i Ak o B e EhEE @ R WA had AEEEEER L]

AGCGCAAGCTCAGATAGACAGACT TATCARTSEGOGT CTTADCGCTCTTARTGE TTATGT
TECTEATGCACRRGTTGATAGECT GCATTACAGSTAGAC TTACAGCAC TTARTGCATTTGT

- - ww b & dd A& AE WF ® * & ey dad #dh hddEddd F AFF

TTCTCARCAGCTTAGTGAT TCTACAC TAGTARAAT TTAGTHCARCACAAGC TRTGGAGARA
ATCTCAGACTCTARCCAGACARGOSGAGET TAGCECTAG TAGACARC TTGCCARRGRC AR

FE T e 2] - . B aw @ - - - L LA L

GETTAATGAATETGT CARARGOCAR TCATCTAGSATRAAATTT TTG TR TAATGGETAATCA
GETTARTGAATGTERT TAGETC TCAGTCTCAGASATT TEGATT TTGTEE TRATGGTACACR

LTI TI R R R RN L B ] T e - Ak e ik bk B L]

TRTTATATCATTASTGCAGRATECTCCATATRGTT TG TATTITATCCACTT TA-GCTATS
TTTGTT T TCACTTGCARATGCRAGCACCARRTGGCATGGTTTTCTTICACACAGTGCTAT -

LY o EEE W * R hkE FEEE LE d - Fid LR

TCoCTACTAAGTATG TCRACTGCGARGE TTAGTCCCGGTC TG TGCAT YGCAGGTGATAGAG
TACCARCAGCT TATGAARCTGTAACAGCT TGS TCAGGTATT TG TGCTTCAGATEECGATC

* ke e CE R - - - - LR L L N s EA
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BTR-———m == ——TAGCTCCTARGAG TEET TATT T =~~~ TG TT ===~ RATGTAARTARCA
GCACTTTTGGACTT GTCGTTARAGATGTTCAGT TGACGTTETT TCGTARTC TAGATSRCA

T A ok T o BEE RE R R

CTTGGATET TCACTGETAGT3GT TATTACTRCCCTGRAACCTAT ARCYGERRATRATGTGE
RGTTCTATT TEACTCOCRGARCTAT GTATCAGCCTAGAGCTGCARCTAGTTC TGAT TTTG

L o L L & # LIS L R whkE R E LA L ]

TIGTTATGAGTACC TGTGCTETTARCTATACTRAAGCACCGER TG TRATEC TGARCATTT
TICRGATTGAGEEG TGOGRCETGTTET TPGTCARTGCARCTETART TGRCT T GOCTRETRA

o e o - . E ERE . e & W

CRACACCCARCCTCCCTGATT TTARGGARG === ====RETTEZA TCAATGET TTAAAAAL
TTATACCTGACTATATCOGACATTARTCAGACTSTTCARGACATATT MGAAARCTACAGRT

L - L LA Ll L] E & i ok e

CARARCATTRATGECACCAGATTTET CA.I:‘I" GATTATATAAATGT TACATTCT TGGALOCTA
CAARC=TEGACTET ACCTGART TGRCAATT GACAT T TTTARCGCRACCTATTTARATCTE

hEEg * - * aE tF REEF EE WREE L B b A L& L] ] W R

CARGATGARATGAA TRGET TACAGGE=-AGE CALTARARGT T=-~TTARATCATRGC ===~
ACTGETEARATTGATGACT TAGAAT TTAGG TCAGARARGCTACA TARCACCRCAGTAGRG

* wERAEN b LA Ll s  FhBAkE b o o A
————— - ——TACAT---—CARTETCAAGEACATTGE TACA
CTTGOCATTCTCAT TGACRATATTAACART ACATTAGTCAATCT TGAATGGCTCAATAGA
LT 3L LERTE L] Ll i

TATGARTAT TRTGT AR T GG CTT GG TATGTATGGC T TTTART TGECCTTGCTGELGTA
AT TG AMA T TRATGT GARAT GG TT RS TAT G TG TEGCTACTAATAGEC - TTAGTAGTAGT

FhAE  EEEARE ARAER R bR RBERhEEE BEhEd kR E Edk R @

GUTATGCTTGT T-TTACTAT TCT TCATATGCT G TTG TRCAGEAT S -~ TGEEACTRET TS
GTTTTGCATAC G TAT TGCTAT T T T TG TTGTAGTACAGE T TEC TETGEATGCATAGE

w o hEE ¥ E * hdk wER kR AE R R w -
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TTTTARGRAATGOGETEETT CT TETGATGATTATAC TGEACH ——TCRAEGAGT TRETARTC
TTGTTTGGEARGTTGT TG TCATTCTATT TETAGTAGARGACARTT TGRAAAT TRCGARCC

LA - L L L L] - e -k - w AR EE
AR-—- ARCGTCACATGACGRACTAN- - e T
AT TEAARAAGTECATGTCTAC T AR, = RS
# "l dakd & dEwhe
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ATGTTITTGATACTTTTAATTTCCTTRCCAATGGC TCTTGCTGT TATAG
sssssssse== TG TTTTGATACT TTTAATTTCCTTRCCAACGGC TTITGCTGTITATAG
mmmmemme— e T ETTT T TGATACTTT TARTTTCC TTACCAATGGCTTITGCTGTTRATRG
—————— ATGTTTITTATACT TTTAR TCACCCTGOCTICTGT TTTTGLAGTTATAG

AaFhFhEEE FhEEddFhREd e & hE LU ] 'ﬂ‘iﬁ"fil

GAGATTTAARGTGTACTALGGT TRCCAT TAATGATG TEGACACCEETETTCCTTCTGTTA
GAGATTTRAAGTETACTACGET TTCCATTAATEATATTGACACCGETGCTOCTTCTATTA
GAGATTTAARGTETACTACGETTTCCATCARTGA TG TTGRCACCEETECTOCT TUTATTA
GGEATTTAARGTGTAATAC TTCATCAATTARTGACGT TEACACTGETGTGOCATCTATTA

* b bhbbkbbd bl bR E e ks L b wF Edk hAE

BCACTGATACTGTOGATETTACTRATGETT TRESTACTTATTATGT TTTAGATOGTGTGT
GLACTGATATTETCGATET TACTAATGSTT TAGGTACTTATFATGT TTTAGATCGTGTET
GCACTEATET TETCGATGT TACTARTGETTTRGGTACTTATTAT ST TTTAGATOGTETGT
GCTCTGAAG T TG T TEATGTCACTAA TS TTTEGGAACTTTCTAIGT TTTAGATOGTGTCT

kbR ok REkkd BEdBAEAREEE R R (AR AL L R LR A r L L

ATTTAARTACTACGT TG TT GO TARTCET TACTACCCTACT TCAGGTTCTACATATCETA
ATTTARRTACTRCGTTETTECTTAATGET TACTADCCTACT TCAGGTTCTACATATCGTA
ATTTAAATACTACAT TETTGCTTAATGGT TATTATCCTACTTCAGGTTCTACATATCGTA
AHIMTMMTWEEMTGGTTETTADCCMWGGTEC'thhTTTCGTA

bR Edh b AR ETaRh kR RAEEd Ak EE F FARARRE SEERks kB

ATATGGCACTGRAGGGARCT TTACTATTEAGCACACTATGET TTARACCACCTTTICTTT
ATATGGCACTGAAGEEARCTTTRCTATTGAGCAGACTATGET TTARRCCACCTITICETT
ATATGGCAC TGARGGEAACT TTACTAT TGAGCACRC TATGETTTARRCCACCATTTCTTT
A TGTGGC T TEAARGGARC TCGATTAT TGAGLALC T TG TGETT TAAGCCGCCTTTTTTAT

e BEdkE EadER A *® sabkbkdEdw R EEEARE Fd @ kR A

CTGATTTTAT TARTGG TATT T TTGCTARGE TCARPARTACCARGG TTATTARRRATGETE
CTGATTTTATTAATGGE TAT TTTTHC TAAGG TCARARATACCAAGST TAT TARARAGGETE
CTGATTTTATTGATGG TG T T T T TGCTARGGTRAARARTACCAAGG T TATTARAGARTGGTE
CACCTTTTAATGATGETATTTTTECCARGG T TARRARCAGCAGATT T TCTARACATGETG

& AR RE o hEARE RhEEAdN REREA ERdRE B ok e hddE & Bk
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TAATGTRATAGTGAGTTTCC TECTATRACTATAGGTAGTRC TTT TG TARRATACATCCTATA
TRATGTATAGTGRGTT TOC TGCTATARCTATAGGTAGTACTTT TG TARATACATOCTATA
TAGIGTATAGTGAGTT TOCTGCTATRACTAT RGGTAGTRC TT TTGTARATRCATCCTATA
TTATTTATAGTGAGTT TCCTGCTATTACTATRGGTAGTACTTTTGTARATACTTUCTATA

- - ARk EEbEdbpkd b taddidE dllssssbpbddbddEr kRl bR TEE R

GTGETEGTAGTACIACCRCATACTACCART TTAGATARTARAT TACARGGTCTCT TAGRGA
GTGTEETAGTACARCCACATACTACCAAT TTGGATAATAAATTACAAGGTCTCT TRGAGR
GTGTEETAGTACARCCACATACTACTAART TTAGATARTARAT TACARGGTC TCT TAGRGR
GCATAGTAGTAARGCCTCATACCTCATTTAT TARTGETARTTTACARGGT TTTT TGCARA

- h AR EAR B AR R - - - el ek EdkdEREEEE A -

TCTCTGTT TGOCAGTATAC TAT G TECERETRACCCACATACGATTTETCATCCTRATT TGS
TCTCTETI TECCAGTATAC TATETCOGAGTACCCACATACEAT TTSTCATCCTAATCTES
I TSI T GCCAGTATACTATGTGCGRT TRCCCRCATACGA TG TGTCATCCTARTITES
T TETT TG T CARTATACTATCTC T GAATACCCACAGRC TATTTETCATCCTAATTTGSE

b AbkbhekEdd B8 LASERAEREAERE bR dRRRadEE B AR FhdEEERbREdd B

AT CGC G AT AGAAC T AT CECAT TGEEATACRGETGTTGTTTCCTGTTTATATARGS
GTAATCEACGCGTABAACTATGECATTGGLATACAGETGT TG T TTCCTGTTTATATARGD
GTAATARACGCATAGAAC TATGECRTTGAGATACAGETGTTGTTCCCTGTTTATATARGE
GTAATCAACGCATAGRART TATGGCATCATGACACAGATGT TGTTTCT TGT TTATACAGES

e e o ddrde AEddd FAR AR ek hEdE ARk & REEERsbEe S

GTRATTTCACATATGATET GRATGCTGATTATTTGTATTTCCAT TTT TATC ARGRAGE TG
GTAATTTCACATATGATSTGAATGCTGATTACT TGTATTTCCAT TTT TATCARGRAGG TS
GTAATTTCACATATGATGTGAATGCTGATTATT TGTATTCOCAT TTT TAT CARGAAGETSE
GTAATT TCACATATGATGTGARTGCTEGATTATT TATATT T TCACTTT TATCAGGARGETE

R Eb kbR TR kb b abeh Ah RbdA wh hdGhdhEd AbwbEda

GTACTTTTTATGCATAT T TRCAGRCACTRGTGTTGT TACTAAGTTTCTET TTARTGTTT
GTACTTTTITATGCATAT TTTRCAGARCACTRGTGTIGT TACTRAGTTTCTGT TTARTGTTT
GTACTTTTTATGCATATT T TACAGACACTGETGT TGT TACTAAGT TTCTGT TTCATETTT
GOACTTTTTATGCATACT TTACAGATACTGETTTTGTGACCARGT TTCTET TRAAGTTGT

W wwpshbbddesddd Abddhdad dEEdEE AdkE BN RESSAFAAAELE @ L]
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ATTTAGGCACGETGCTTTCACATTAT TATGTCATECCTTTGAC TTETARTAGTGCTATGH
ATTTAGGCRCGE TGO T TTCACATTAT TATGTOC TGO TTTGAC T TETAATAGTGC TATGR
AT TAGGCRCGE TECTTTCACATTAT TATETCATGOCC TTGRC T TG TAATRGTGC TATGR
ATTTRGECACTETECTGTCACACTAT TATETTATSCCATTGAC T TETGATAGCGCTTTAT

wtEd bbb e AdEE T Fhamd REdAhEAwd mmbky AEspaFhdkd FEEE Rdkd @

CTTTRAGARATATTGEET TRACACCTCICACT TCTARACRRATATTTACT CGCTTTCARTCARS
CTTTAGRATATTGEGTTACACC T TCACT TCTARACARTATTTAC TAGCTTTCARTCARG
CTTTAGRATACTEGGTTACACC TCTCRCTTTTAARCARTA TTTACT CGCTTTCAATCARS
mmrnﬂ@mﬂmmﬂmhﬂmﬁhﬂnﬂm:ﬂﬂﬁﬂﬂﬂm:mﬁs

G R E b Ed b AR R LRRRA R R Eh ek BbAdE kB kd AR hE b ke

ATGGETGTTATTTTTRATGCTET TEAT TGTARGAGTGATTT TATGRAGTGAGATTARGTGTA
ATGGETGTTATTT TTRATGETGTTGAT TGTAGAGTGATTT TATGREGTGAGATTAAGTGTA
ATGETGTTATTTT TAATGCTET TEAT TGTRARGAGTGATTT TATGRGT GAGRTTARGTGTA
ATGETGTT TTATACCATGCTGTTGAT TETELTALTGATTI TATGAG TEGAGATTATGTGTA

sbhabbamd & @ LA LN LR L] adEdhd bR AR bR AR el

AR ACTATCTATAGCACCATCTACT GETETT TATGARTT ARACGE T TACACT G TTCAGE
AAACACTATCTRATRGCACCATCTACT GETETTTATGART TARACGET TACACTGTT CAGC
ARRCACTATCTATAGCACCATCTACT GETETTTATGAATTARRCGE T TACACTG TTCAGT
AAACTTCT TCAATTACARCCACCTACTGGTGTTTRATGARCTARRCGGT TACRCAGT TCARC

" O N | L Ly L e S R S S GO T S

CARTTGCAGATGETTTACCGRACETATACCTARTC TTCCCGAT TET RATATAGREG CTTRGE
CARTTGCAGATGTT TRCCGRCETATACCTARTCTICCCGAT TGTARTATAGAGSCTTGGE
CARTTGCAGATGT TTRCCGACGTATACCTRAATCT TCCUGAT TETARTATAGREEC T TGET
CIGTTECC A TG TGTATCGTAGARTACCTGACTTACCCART TROGATATCGARGC TTRGE

Ll ke wEkE bE  hRFAEE A LI R khdkw bl sbdhEbd

TTAATGAT ARG TCTETECCCTCTCCAT TAARTTGEGARCGTAAGROC TTTTCARRT TGTA
TTAATGAT ARG TCGGTECCCTCTCCAT TARA T TGGGARCG TRAGRCC TTTTCRAAT TGTA
TTAATGATAAGTCGGTGCCTTCTCCAT TARATTGGGARCCTAAGACCTTTTCAARTTGTA
TTRATICTARGRCCGTTTCTTCGCCTC TTARTTGGGARCGTAARARTTTTTTCTARTTGTA

Fohwid EasE A *& * Ad #& b AnbksdAsERATEAE & whERE FEEEA R
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ATTTTRATATGAGCAGCCTGATG TCTITITAT TCAGGCAGRC TCATTTACTTGTARTRAATA
ATTTTRATATGAGCRGCCTEATGTCT T TTATTCAGGCAGRCTCATT TACT TG TARTAATA
AT TTTAATATGRGCAGCC AT TCT T TTATCCAGGC TGACTCGTTTACT TG TRATARTA
AT T T TARCATGGECAGECTGATG TCITTTATTCAGGC TGACTCTITTEGTTGTARCAATA

hhwEaEd SEE AAAE SRERSA AR RblArk FrEEE REASk Bhd AddAEE FhEe

TTGATGCRAGCTAAGATATATEETATET GTTT TTCCAGCATAACTATAGATARGTTTGC TR
TTGATGCT GCTARGRTATATGGTATEFIGTTTTTCCAGCATAACTATRAGATAAGTTTGCTA
TTGATGCTECTARGATATACGETATEIGT ITT T TCAGCATARCTATACATARGTTTGC TR
TTGATGCT TCTCGC T TATATEGTATEIGTITTGETAGCAT TACTATTGACARGTTTGC TR

EhaEEEE E AEah AR EsREEe ke Ehkes dEbEd B bAdbEssase

TACCCARTGETAGGRACE T TEACC TACAATTGEGCAAT TIGGECTAT TIGCAGTCTTTTR
TRCCCAAT GETAGGAAGET TCRCC TACAATTGRGCAAT TTGEGCTAT TTGCAGTCTTTTA
TACCCART GETACGRAGETTEACC TACRART GEECAAT TIGEECTAT TTGCAGTCTTTTA
TACCCARTRGTAGRAAGET TEAT CTEC AT GEETARATCTEETTAT TTRCARTCTTTTA

hdd@e i s SBRE AdEREEEE dd BdE FhRhE EF @ bl dkkkdaE b EREbdew

ACTRATAGARTRGATAC TACTGC T ACAAGT TETCACTTE TATTATAART TTRCCTGCTGCTA
ACTATARCARTTCRATAC TACTGCTACRACT T TCAGT TG TATTATAART TTRCCTGOTGITA
ACTATAGARTTGATACTACTGCTACARGT TG TCAGT TG TATTATART TTRCCTGCTAGTA
ATTRTAAGATPGRACRCTECTGTTRGCACTTGTCARCTC TATTATAGT TTGCCTGCAGCRAR

o h whdrdk Edd kEh e Akl  REEARAR AR kb -

ATETTICTETTAGCAGE TT TARTCCT TCTACT TEGARTAGGAGATTTGGTT TTRCAGRAC
ATGTTICTIGTTAGCAGGTTTAATCCTTCTACT TGGAATAGGAGATTTGGT T TTACAGAAC
ATGTTTCTATTAGCAGGTTTAATCCTTCTATT TGEAATAGGAGAT TTGETTTTACAGRAL
ACGTATCTGTCACTCAT TATARTCCT TCATCT TOGAAC AGRRGG TATEGETTTAT ~~—~T

 mw EEE w P T T bEEkEE kR WE & Eed EEEe

AATCTGTTT T TARGCCTCARCC TG TRAGETGTT TTTACT GATCATGATE TIGTTTATGCAT
ARTCTETTT T TARGC T AR TETAGE TG T T T T TACTCATCATGATG TTGT T TATGCAL
AATCTGTTT T TARGCCTCARC C TG TRAGETGTT TT TACTGATCATGATE TTGTTTATGCRAL
AATCAGAGTTTTGETTCCAG === AGEC=-CI === CATGATSCTGTATATTCAC

BEEE B ERw R e L " ERBAEEE BEE EWE BAW
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ARCATTGTTTTARRGCTC A AR T T T T e TG TG TARAT TEEATGGETCTITGTGTG
AR AT eI T T TARAGCTCCCACARAT T TC TETCCG TG T ARATTEEATCEETCTTTGTGTS
ARCATTGT T TTARAGCTCCCACARATT TC TG TOCETEGTARATTGAATGEGTCTTTETG TG
AGCARTGTTTTARTRACACC TAATACATAT TG TCOCTTGTA= -~ ~GARCARGTC-~ARTGCR

ok hhhk &R & W o L dhmdE BEES LI L1 L]

TAGGETAGTGETTCIGETATAGATGCTGET TATARRRATAGTHGTATAGGCACTTGTCCTE
TAGGTARTGEGTCCIGGTATAGATGCTGGT TATAARATAGTEETATAGGCACT TETCCTE
TAGETAGTGETTT TGETATAGATGCTGST TATARARATAGT RETATAGGCACT TG TCCTE
TAGGTEEIG=——CTGGCACAGGARCTT GTCC TG TAGGCACCACTETGLGCARGTGTTTTG

Rt - ek W W LR L * * * L e XS L) *

ARG TACTRAATTAI T TAACT TG TCATAATGC TECCCAATGTART TG TTTEGTEGCACTCCAGE
CAGGTRCTRATTRATITAARCT TCCCATARTGC TEOCCARTGTGRTIGTTTGTGCACTCCOE
CAGGTACTAATTAT I TARCT TG T TATAATGC TARCCARTGTGAT TG TTTIGTGCACTOCE
CTG——C-RETTAC=-fi======c - ARCGCTACTARG TG TACTTGCTGETGT CARCCAG

" . W wEw ' b bbb ke b T

ACCCCATTACATCTAAATCTACAGGGCCTTATAAGTGOOCCCARAC TARATATTTAGT TG
ACCCCATTACATCTARRTCTACRCGGECCTTACARGTGOCCCCARRC TARRTACTTAGT TS
ACCCTATTT TATCTAAA TCTACAGGECCTTATARGTECCCCCARRC TARATACT TAGT TG
ATCCTTCCACATATAMGETGTARATECCTGEACTTGTOCGCARTC TARRGTTTCTATAL

- kW ek hEEw - - - & - ke e RE bR e - -

GCATRGGTGAGCACTETTOGEETCTTECTAT TARARG TGAT TAT TETGEREETAATCCTT
GCATREGTGAGCACTET TCGGETC TTGC TAT TARARGTGATTAT TETGGRAGGTAATCCTT
GCATAGETGAGCACTGTICTGETC TTEC TAT TARARGTGRTTAT TGTGGAGGCAR TOCTT
AACCRGGTCAGCATTGOCCTGGCT TEGETCT TR TGEAGGATGAT TEGCTCTGETAATCCTT

EEEE mEEE kA b Ed & A & ko I T ek

GTACTTGCCRRCCACAAGCATTTT TGEGT TGO TC TETTGATTCTTGTTTACAAGGGGATR
GTACTTGCCARCCACARGCATTTT TRGGTTGETC TG T TGACTCTTGTT TACAAGG GGATA
GTACTTGOCARCCAAAGCATTTT TGEETTGETCTGTGGACTCTTGTTTACAAGGGEATA
GoACTTGTAAACCACAGGECT TTCATAGES TEGAGT TCAGRARCT TG TT TGCARARTGETA

& bbdEE AhEEdk A o wE EE kB BEE A EE ERAAREE AEE o
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GETGTARTATCTT TECTARTTTTAT TTTGCA TGATG T TARTAGT GG TACTACTTSTTCTA
GETGTARTATTTT TECTAR T TT AT T T IGCATGATCTTARTAGTGETACTACTTGTTCTA
GETGTARTATT T TG TAATT TP AT T TTGCA TG TG T TARTAGT GETACTACT TG TTCTA
GETGTARTATTIT TEC T AATTTTAT TTTGAATGATGT TRATAGC GG TACTACC TS TTCTA

bbb hadd A dd b A bbb A b A A LA AR A hRE bR h AR aRd AR

CTEATTTRACARARATCAAACRCACACATAAT TCTTGEIGTTIGTGTTAATTATGATCETT
CTGEATTTACAMARATCAARCACAGACATART TCTTCATGTTTGTGTTAATTATGATCTTT
CTGATTTACARARA T CAAACACACACATART TCTTCETGTTTGTGTTAATTATGATCTTT
CTEATTTRCARCAGGETAARTACTAATATTAC TACTUATG T T TN TGT TARTTATGRCOCTRAT

b w b et E & LA 1 & wh @ F BedvReRbrbdiwadRARE RE W@

ATGETR I It A CARGGTATTT T TG TTGAGGTTAATGCGACT TATTATARTAGT TGEL
ATGGTATTACAGGCCAAGGTATTT TIGTTGAGGTTARTGCECCT TATTATARTAGTTGGT
ATGETATIACAGGCCARGGTATTT TTG TTGAGG T TAATGEGRCT TATTATAATAGTTGGE
ATGLCATTACAGECCAGGECATACT TRTAGMGTTAATGCCACG TATTATARTAGTTGGE

Ak ERAARFAREEE FE R RR b A AhEEAEEd o hkdsb R hd kb EaE

RGRACCTT TTATATGAT TCTART GG TARTCT CTATGETTTTAGRGACTACTIAACARRCA
AGRACCTT T TATAT GAT TCT AR T GG TARTC T CTATGGT T T TAGAGACTACTTARCRRARCR
AGMACCTITTATATGATTCTART GG TAATCT CTATGET TTTAGGGACTACTTARCAARCE
AEAATCTTCT T TAT GAT T TAGT GG TAATCTCTATGECT TTAGAGATTATTTATCRAANTA

AEEE AR b AhEvERFRAd AR FAFRATAANR R AR R b R REE W hEER W

GRRCTTTTATCAT TG TAGT TECTATASCEA TOGTGT TTCAGCGGCCTTTCATGCTAATT
GRACTTTTATGATTCGTAGT IGCTATAGCEETCGTET TTCAGCGECCTTTCATGCTAACT
GRACTTTTAT GAT TCGTAGT TGC TATAGCEETCGTGTITCASCEEECTTTCACTCTAACT
QAR T TTC T TAT TC G TAGC TG TATAG TG ARGAGT T TCAGCAGTCTTTCATGCTARCT

WhkEE REE b BhhhkhEd RFEE R bR kW o RERERERE R bEk R whhdE W

CTTCCGARCCRGC AT TGCTATTTCGEARTATTAAA TG CART T ACGTTTT TAATARTACTC
CTTCCERRCCAGCATTGCTATTTCGGRATATTRARATGCAGTTRACETTTTTRATAATACTC
CTT AR ARG TTGLTATT TCGCRRATAT TAAATCCARTTACGTTTTTRATARTACTC
CITCTGARCCRGCTTTGATG T TTCG TAATCTTAM TGCAGCCACGTTTT TAATTATARCCA

ARk EEAEREEE kAE b pEEEE SR RRE kR AR R Rk
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TTTCACGRCRECTGCAACCTAT T AN TAT TTTCATAGTTATCTTEETTG TG TTCTCARTE
TTTCACGRCAGCTGCAACCTATTARCT AT TTTGATAGT TATCTIGE TG TG TTGT CAATG
T CACG R AGCTGCRAACC TATTAACT R TT PR TAGT TATCT TG TTETGT TG ' CANTG
T TARGRC ARATACAGCTTG T TAAT T AT TTIGATAGT TACCTTEGTTGTGTTGT TAATG

kdd & FEEd b Bk B @ WwER R ESEWAREARARNERE bdbhEbdrdd AR R A dd

CTGRTRATAGTACTTC TAGTGC TG TTCRAARCATG TGATC TCACAGTAGETAGTGE TTACT
CTGATARTAGTACTICTAGTGT TG TTCARRCATG TEATC TCACAG TAGE TAGTGE TTACT
CTGRTAATRGTACTIC TAGTTC TG TTCARRCATG T GATCTCACAE TRGGE TRGTGETTACT
CTTATAATAATRCAGC TAGTGCT GTARGTAC TTGTGATT TARCCG T TGG TASCESCTATT

h kEEEEE Rkd EeEEE AR ek Ak EEA E R Bk BheEk Bk R R

I EERTTACTCTAC ARRAAGAC GARGTCG TRGAGCGAT TACCACTGETTATCGGTTITA
GTGTGOATTACTCTACANAAAGACGARGTCG TAGAGCGAT TACCAC TG TTATCGGTTTA
GEGGEEATTACT CTAC ACRAAGAC GARGTCETRGRACGAT TARCCACTGETTATCGGTTTA
GTGTTGATTATGTTACAGCACTTAGATC R GTAGATCTT T TACTACAGG T TATCGCTTTA

b LEEER] kb & L LR EE L dhd bk bhERhREk dEEd

CTARTTTTGAGCCATI TACTGT TAATTCRAGTARATGATAGT TTAGAACC TGTAGG TEGETT
CTART T TTEAGCCATT PACTGTTARTTCRETARATGATAGT TTAGARCC TG TAGE TEGETT
CTAATTTTGEAGCCATT TACTET TARTCCRAGTARATGATAGT TTACACCC TGTAGE THETT
CTART T TTGAACCATT PO CGCTARTT TG TARATGATAG TATAGAAC T TGTTGE TEETT

FhRhE A AR wpdhid F OF RAEw AhFh bR AR Eh b GhdRd EREbE RN

TeTATGARAT TCARAAT ROCT TCAGAGT T TACTATAGGTAATATEGGAGERAGTTTAT TCARR
TGTATGARRT TCRARTACCTTCAGRAGTTTACTRTAGGTARTATGEAGGAGT T TAT TCARR
TGTATGRAAT TCAARTACC TTCAGAGTTTACTATRAGGTARTATGEAGGAGTT TAT TCARR
TGTATGARATACAGRTACCTTCAGAGTTTACCATTGGTART TTAGAAGRATTCAT TCARR

wrbbbbeddd wh ARdRddsadp kR R b aRbaERe F BE BF Fh FraddeR

ARG TC T e TARAGTTACTATTGATTETICTGCT TITGTCTGT PG TEAT TATGCAGTAT
ARG T TARAG T TR T AT TEAT TG TTC TG I TI TG TCTGT GETEGAT TATGCRGCAT
CARGATCTCCTARAGTTRCTATTGAT TETCCTETTTITGTCTETHETEGAT TATGCAGTAT
CGRAGT TCOCC TARGG TTACT ATAGAT TG TGCTRACATTTG T TTGT GG TGACTATGCTGLAT

R RE kAARE ARk R RS kkEARd AR WEEAE AR Ekde FhddR AEEw
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GTRAATCRACAGT TGGT TGRATATGG TAGTTTCTGTGRACARTAT TARTGCTATACTCACAG
GTARATCACRCT GG T TGRAT AT GG TAGCTTC TG TCACARTAT TAATGCTATACTCACAG
GTARRTCACAGTTGGT TEAATATGETASTITTTGTGRCARTAT TRATGCTATACTCACAG
CTRAGACARCAGT TAGCTGAGTATGG TAGTTT TTGTGRAGAACAT TAATGCTATACTCATAG

.
EEE @ FhbEaE b hwd BEskEiEd W SEREE B FTERAFEREEEEEESEdE B

ARGTAAATGARCTACT TGRCACTRACACAGT TGCARGTAGCTARTAGTTTAATGARTGETG
AAGTARATGRACTACT TEACACTACRCAGTTGCARGTAGC TARTAGT ITARTGAATCETG
ARNGTAAMTGARCTACT TGACACTACACAGT TGCARGTAGCTAATAGTTTARTGARTGETG
AAGTARATGRAC TACT TGRACACTRCACAGT TGO ARG TAGCTARTAGTTTARTGAATCCAG

R T R R R T R R A R AL R AR R R R N N

TOACTCT TAGCACT ARGCT TRAAGATGGOGTTAAT TTCARTG TAGACGACATCARTTTTT
TCACTCTTAECARCTARGCTTARAGATEECGTTAAT TTCARTG TREGACGACATCARTTTTT
TCACTCT TRGCACTARGC TTAARGATGGFCTTTAAT TTCAATG TAGATGACATCAATTTTT
TCACCCT TRAGTACTAAGAT TAAGGATGGGATTART TTCAATGT TGACGATATCARCTTCT

#hdd Bhede GEbhAE hbad LAEEh Gk bbbREadbdE b A8 akEEE #E

COCCTETATTAGGT TETT TAGGARGCGATTETARTAARGTT TCCAGTAGATCTGCTATAR
COOCTGTATTAGETTET T TAGGRAGCGCTTETAATARRCT T IOCAGCAGATC TGO TATRG
COCCTGTATTAGGT TGT T TAGGARGUGAATETARTARAGTT TCCAGTAGATC TGCTATRS
COTCTGTATTAGGT TGT T TAGGAAGCGAATGTAACAGAGCT TCCACTAGATCTGCTATAR

i RRRAFAF AR AR AR AR AEBEEE @ Ed R R (AR AR R R RE Y]

AGEATTTACTTTT T TC T ARAG TARAGT TATCTGATGTCGGT TTTGTTGAGGCTTATRATA
AGEATTTACTTTT T TCTARAGTARAGTTATCTGATGTCGETTTCGT TGRAGGCTTATAATA
RGGATTTACTTTTT T T ARAG TARRGT TATCTGAT GTTGETTTTGTTGAT GCTTATRATA
RGGATTTACT TTTTGATARAG TARRAT TGTCTGAT GTCGGT TTTGTACAGGOCTATAATA

(PSS LR E S LR ) aEdEr Rk Wk FPNBEA RS ARRAE LR B

ATTETAC TGERGETGCCERAR TTAGGGACCTCAT T TETG TGCARAGTTATARTGETATCR
ATTGTACTEGAGGTGCCGRARTTRGEEACCTCAT TTGTGTGCARAGTTATAATGGTATCA
ATTGTACTGGREETGCCGRAR T TAGGEACC TCATT TGTGTGCARAGTTATAATGGTATCA,
A TGCAC TGEAGERG O GARR TTAGGGATC TCATT TG TG TGCARRGTTATAATGLTATCA

R N e Ty o
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ARG TGTTGCCTCCACTACTCTCAGAARATCAGAT CAGTGGATACACT TTGGC TECTACCT
RAGTETTGCCTOCAC TGO TCT CAGTARATCAGATCAG TGGATACRC TTTGEC TGOCACCT
ARG TETTGCCTCCAC TGO TCT CAGRARATC RGATCAGTEEATACRCT TTEGE TEOCALET
ARG TGTTGCCTCCAT TG TR CTCARRATCAGAT TAG TG TTACAL T TCGGEAGCCALDS

ERAAEER A AAAEE b B b Sk AR EE ARREE ANARREE AR R kR

TG TAGTCTG T T T C TCC T TGETCAGCAGUAGC AGGCETACCATT TTATTTARATGTTC
CTGCTAGTCTGT TTCCTCCTTGGET CAGCAGCAGCAGG TEGTACCATTT TATTTARATGTIC
TTGCTAGTCTGT TT o T O T TG LT CAG CAGCAGCAGGCETACCAT TTTATTTARATGTTC
CTGCTAGCCTAT TTCCTOCCTEERACAGCTECAGC AGGTGTACCAT TTTATTTARATGTIC

EEhhhE Eh AR EEREEE hkd kbkk kR EEEEE R EEEawd kb bhoh

AGTATCGTATTAATGEEAT TG TCTTACCATGEATGTICTARGTCRARATCARAACCTT
AGTATCETATTARTEGGAT TR TG T TACCAT GEATG TETTARGTCARARTCABRARGCTTA
RETAT G TATT AR TG TAT TGETET TACCATGEATG TEGCTARCT CARAATCARARGCTTR
AGTATCGTATARATGEELT TEEOE TCACCAT GEATE TGCTARGCCARARCCARAAGCTTR

wheahbiasd dddaw whEE b wERbAwdEE e LT dddkad EdhE e

TG TAATCCAT T TAAC AR TEC O T TEATGC TAT TCAGGARGEE T TTGATGCTACCAATT
ITGCTAATGCAT T TAGCARTGC TCTTERTGCTAT TCAGGRAGG G TTTGATGCTACCAARTT
TTTCTARTGCATTTARACAAT OO T TEA TGO TAT TCAGGAAGCE TT TEATGC TACCARTT
TTECTAGTGCATTTARCARCGC TCT TEATTCTATCCAGEAAGEET TOGROGCAACCAATT

R EEE REEEEERE ke hh BEAEkd kR s ARRA AR AAE FE Ew FEAEREE

CTGCTTTAGTTARAAT TCARGC TGT TET TAAT BCARATGC TGARGC TCTTARTARCTTAT
CTGCITTAGT TRAART TCARGCTGTTGT TARAT GCARATGC TEGARGC TCTTARTARCT TAT
CTGETT TAGT TARRRT TCARGC TET THT TAR T GC ARATGC TGARGL TCTTARTARCT TAT
CTGCTTTAGT TARRATTCRGGC TGTTG T TARTSCARATGC TGARGCRACT TARTAACT TAT

o e T e Y T T Y

TECAACRAC T UTCTARTAGATT TEETGC TATARETTCTTCTTTAC AR GARATTCTATCTA
TEERACARCTCPCTARTACATT TGGTCCTATAGGTTC TICTTTACARGARATTCTATCTA *
TGCRACARCTCTCTRATAARTT TEGTCCTATARGTGC TIC T TTACARCAAATTCTATC TR
TGCAGCARC TCTCTAACAGAT T TGETGCCATAM TGCCTCTTTACAAGARATTTTATCCA

- EEEF A RAFREFE & FRFEAbEaE dEE FF F EFrRE AR A Rl Re A B
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GACTTGATGCTCT TEARGCGCARGC TCAGATAGACAGAC T TATTARTGGGCGTCTTACCG
GACTGEATGCTC T TGAMSCECRAGC TCAGATAGRCAGRC T TATTAATGEGCEGTCTTACCE
GACTTGATGCTC T TGRAAGCECARGCTCAGATAGACAGACT TATCRATGEGOETCTTRACOS
GECTCEATECTC T TERAAGC TAARGCTCAGATAGACAGACT TATTARTEGGCE TCTCACDG

e hd bEkdbhdds ek khdbEb dhdd bbb p bk AAAR AR RS bhAR

CTCTTAATGCTTATGTTTCT CARCAGC TTRAGT GAT TCTACACTAGTARAATTTAGTECRE
CTCTTAATGCTTATG T T TCTCARCAGC TTACTGAT TCTACACTAGTARANT TT AGTGCAG
CTCMTAATGCTTATGTT TCTCAACRGC TTAGTGAT TCTACACT AMGTARAAT TTAGTGCAG
CTCTTAATGCTTATGTT TCTCAGCAGC TTAGTGAT TCTACACT AGTARARTTTAGTGCRG

dErbh bk bbb AR R Y B PR R R R R R AR d B AR AR B R R

CRCARGCTATGCAGARGG TTAATGAATGTGTCARARGCCRRTCATC TRGGATARATTTIT
CRCARGC TATGGAGAAGETTARTGARTGTETCARARGCCARTCATC TAGGATAANTTTTT
CACARGC TRTEGAGRAGET TAATGARTGTGTCARANGC CRARTCATC TAGGATAAATTTTT
CRCARGCTATTGAGAAAGTTARTGRATGTGT TARARGCCARTCATCTAGGATAARTTTCT

ShbbraBedhE FRAAR RS bbb EdEd b h Gbbbbdd bR AdAR AR AR AR R R

GTGGETAATGGTAATCATAT TATAT CAT TAGTGCAGART GUTCCATATGGT TTGTATTTTA
GTGGTRATGGTRATCATATTATATCAT TAGTGCAGAATGCTCCATATGET TTGTATTITTA
GTGGTAATGGTAATCATATTATATCAT TAGT GCAGAATGCTCCATATEET TTGTATT TTA
GTGG TRATGETAATCATATTATATCAT TAGTACAGRATGC TCCATATGGTTTGTATTTTA

B T T et e L e T R

TCCRCTTTAGCTATGTCCCTACTARGTAT GTCACTGOGAMGET TRGTCOOGGETCTGTGCA
TCCACTTTRAESCTATG TCCC TACT ARG TAT GTCACTGOGAMGGT TAGTCCCGETCTGTECA
TCCACTTTAGETATG TOCC TACTARG TATGTCAC TGO CARGETTRETCCOGETCTATGER
ToCATTTTAGETATG TOCCCACCARGTATGT TACAGC ARRAGATTRGTCCTGETTTGTECA

AEEE EEEEEhAREAbhE b hdsdBREd B R RRRAARATARE Aee Rk

TTECTEETEATAGAGETATASCOCCTRAGAGTGET TAT TTTGTTRAATCTARRTARCACTT
TTEETGETEATRGAGETATAGCCCCTRRGAGTGET TATTT TET TARTGTARRT ARTACTT
TYGCAGET GATAGAGETATASC TCCTARGRETGETTATT TTGT TARTETAAATARCACTT
TGO TeECaATATAG AR TATCCOCTAAGAGTGETTATT TTAT TARTGTARAT ARCTCTT

F ok AE kwhE Ehw Ekd b dbdsvdbbdEbRAdRERdE FARRR AR R R REEE ok
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GGEATGTTCACTGETAGTGGTTATTACTACCCTGARCCTATARC TGGRRATAATGT TEITG
GEATGT TCACTEGTAGTEET TATTACTRCCC TEARCCCATARC TEERAATARTGTTETTG
GEATGTTCACTGETRETGGTTAT TACTACCC TGARCCTATARCT GGAARTAATGTGGTTG
GEATGT TCACTEEIAGTHHFCTATTACTACCC MGARCC TATARCCCARMATAATGTITGTTG
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TTATGAGTACCTGTIGCTETTARCTATAC TAARGCFCCGEATG TAATGC TGRACATTTCAR
TTATGAGTACCTG TGO TGT TARCTATACTAAAGCRCCGEA TG TANTGCTGRACATTTCAA
TGATGAGTACGTGTGCTGT TAATTATACTAARGCACCGEATC TARTGCTGAACRCATCGHR
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CACCOAACETCOCTERTTT TAAGEARGAGT TOGATCART CGTTTAARRACCAARCATCAG
CACCCRACCTCCATEATTT TAAGGRAAGAGT TEGATCAATGETT TARAARCCARACATCRG
CACCCAACCTCECTEATT T TAAGERAGAGT TEEATCAATCGTT TARARACCANACATTAR
CACCCARCCTTCCTGATT TCAAGGARGART TG TATCARTGGTTTARAAACCAATCTTCAT
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TEGCACCAGAT T TGTCAC TTGAT TATATAAATCT TACAT TCTTGEACCTACARGAT GAAR
TGGCRACCAGATT TETCAC TTEATTATATARATGTTACAT TCTTGEACCTACARGAT GARA
TGECACCAGATTTGTCAC T TGRT TATATARATGTTACATTC T TGGACTTACAMIAT GRAM
THEEACCAGATITETCAT T TEATTATAT TRATGTTACGTTCT TGGACCTACARGAT GARA
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TGERAATAGETTACAGGAGECRATRARAGTT TTAAATCAGRGCTACAT CARTCTCAAGGACH
TGAATAGCTTACAGGRGGCRATAAAAGTT T TARRTCAGRECTACAT CARTCTCARGGACS
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TGARTAS G TTACARGARGCTATAAAAGT TC TARAT CATAGCTACAT CARTCTCARGGACH
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TTEETACATATGARTATTATGTARARTGGCCT TGGTATGTATEGECTTTTARTTIGECCTTE
TTGGTACATATGAGTATTATCTCARATGECCT TGETATETATGECTTTTARTT TGCCT TG
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TATCGCAGCCTTACTTITG T TAATGTACCATATGTT TACRAATGGCTCTGCACARTCTACA
TATCGCAGTC T TACTTTAG T TAATGTGCCATACGTT TACARTGOGTCAGCTCARCCCRCC
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GCTCT T TG TARRTC TGO TAGT TTAGT TCTTARATARCCCTGCATATATAGCTCGTGRRGET
GCTCTTTGTRMATCTGGTAGTTTAGTTCT TAATAACCCTGCATATATAGCICGTGAAGCT
GoTCT T T CTAAATC TGS TAGT T TAGTCCT TARTARCCCTGCATATATAGCTCCTCRARGET
GCTCTTTGTRAAMATCTGGTAGT TTAGTTCT TAATAACCCTGCATATATAGCTCGTGAAGCT
GCACT T TGTARGTCTGGCAGTTTAAT TC T TARCAATCCTGCATATATAGCCCGTGREECT

Bk EEAkEAEE EhAokE WEEREE B Ak b A sk krESEhkEkE @ @ & ShE

ARTTTTGGEGATTAT TAT TATARGETTGRAGCTGATT TCTATTIGTCAGET TETGRACEAG
ARTTTIGGGEATTATTAT TATAAGGT TGRAGCTGATTTT TATTTGTCAGGTTGTGROGAG
AN TCTEGEEATTAT TAT TAT ARG T TGARGCTCATTTTTATTTGTCAGET TCTEACERE
ARTTTTGGGGATTATTATTATAAGGT TGARGCTGATTTT TRTTTGTCAGGTTGIGACGAG
AT T GG TEATTAT TATTATAAGTCTGRAGCAGATTTTTCTCTCTCAGGT TETGAOGRE

E Eh RE ARk EEAEEEAhEk kS EEd SEdkkd B ok F b EkEeREEAEE RS

TATATCGTACCACT T TGTATTT TTRRCGECAAGTTT TT GTCGAATACARAGTATTATGAT
TATATCGTACCACTTTGTATT T TTAACGGCARGTTT TTGTCGAATACARAGTATTATEAT
TATATCETRCCACT I TETATTT T TARCGECAAGTTT T T GTCGARTACARAGTATTATEAT
TATATCGTACCACT TTGTATTT TTAACGGCARGTTT TTGTCGRATACARAGTATTATGAT
TATATCGTACCACT T TGTATTT T TAAT GG CARGTTTTT GTOGAATACARAGTATTATGAT

AR R R R L R R R R R R L e R R R R e R R PR R ]

GATAGTCRAATATTATTTTAATAAAGRCARCTGETGTTAT TTATGGTTTCART TCTACTGRA
GATAGTCAATATTATTTTAATARAGACAC TGGTETTAT TTATGGTCT CRAATTCTACTGAR
GATAGTCRATATTATT TTAATAARGRCAC TGGTGTTATTTATGGTCT CRATTC TACAGRR
GATAGTCRATATTATTTTAATARAGACACTGETGTTAT TTATGETCT CAATTC TACT GAR
GATAGTCARTATTATTT TARTAARGACACTGGTGTTAT TTATGETCTCAATTC TACTGAR

AEdFr At ARt d b b ra AT dA A A AR AR R AR R R A AR R A AR A AR As WA

ACCATTARCRCTGGTTITGATTTTART TGTCATTATTTACTTTTACCCTCTGETARTTAT
ACCATTACCACTEET TT TGAT T T TART TG TCAT TAT TTAGTTTTACCCTCTGETRATTAT
ACCATTACCACTGGTTITGATCTTRRT TGTTATTATTI TAGTTTTACCCTCTGETAATTAT
ACCATTACCACTGGITTTGATTTTAATTGTCATTATTTAGTTCTACCCTCTGGCAATTAT
ACCATTACCACTGGTTTTGRTTTTART TGTCATTATTTAGTTCTACCCTCTGETARTTAT

maddwbdd Ghdbdbbed i dd kSR dh kb E ARk Eddhbd dd AR R ERb bR ARd R

TTAGCCATTTCARATGRGCTAT TGT TARCTGT TCCTACGAARGCAATCTGTCTTAATARG
TTAGCCATTTCARAT GAGCTAT TG TTARC TG T TCCTACGRAANGCAAT CTGTCTTAATARG
TTAGCCATTTCAARATGRAGCTAT TETTARCTETTCC TACGARAGCAATCTGTCT TARTARG
TTAGCCATTTCARATGAGCTATTGTTARCTGTTOC TACTARAGCART CTGTCT TAATARG
CTAGCCATTTCARATGRGCTAT TET TARCTGTTCOC TACTARRGCAATCTGTCTTAATRAG

AR AR A A AR A R AN AL S R AR R AR T ik AR d A A d A kbbb h
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COTAMGGATTTTACGCC TGTACAGGTTETTCACTCGCGGTGEAACAATGCCAGGCAGTCT
CGTARGGATTT TACGCC TG TACAGET TG TIGRC TCTCGGT GGARCARTGCCAGGCAGTCT
CGTAAGGATTTTACGCCTETACAGGTTGTTGAT TCGC GG TGGARACARTGCCAGGCAGTCT
CGTARGGATT T TACGCC TG TACAGGT TG TTGACTOGCGET GEARACART GECAGECAGTCT
CGTARGETTTTTACGCC TETACAGGT TGTTGAT TOGCGETGEAACARTGCCAGGCARTCT

AR RS AhEA AR AA bR bbb AR AR Rk kA bR A AR kAR A EERR AR kR

GATAACATGRCGGOGET
GATRACATGACGGCGET
GATAACATGACGGCGGET
GATARCATGACGGCAGT
GATRACATGACGGCAGT
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FIGURA 16

YRSLTEVHVPYVYNGSAOSTALCKSGSLVLNNEAY IAREANFG DY YYKVEADFYLSGCDE
YRELTEVHV Y VY HGSAOSTALCKSGELYLNNPAY LAREANEGDY Y YKVERDFYLSGCDE
YRSLTEVHVPY VY NGSAS TALCKSGSLVLNNPRY TAPQANSGDY Y YKVERDF Y LSGCDE
YRSLTEVHYRY VY RGEAQSTALCKSGSLVLMNEPRY IAREANFGDY YYKVEADFYLEGCDE
YRSLTLVNVPYVYRGSADPTALCKSGSLILNNPAY IAREANVGDY YYKSEADFSLSGCDE

tf*if:f*u**t*t-ﬁﬁﬂﬁ_*ﬁiliiiib:i’biiiiii :i* dhdhAdh kdEd dkEERE

YIVPLCI FHGK FLSNTRY Y DDSO Y YFHNREDTGVIYGFNSTET INTGFDFNCHYLLLPSGHY
YIVPLCIFHGEFLSHTREY Y DDSQYYFHEDTGYI YELNSTET ITTGFDFNCHYLVLP SGHY
¥IVPLCIFHGEFLSNTRY Y DDSOY YFNEDTGVI YGLNSTETITTGFOLNCY Y LY LPSGHY
YIVPLCIFHGEFLSHNTREY Y DOSOY Y FHEDTGVI YGLNSTETIT TGFDFNCHYLVLP SGHY
¥IVPLCIFHGKFLANTEY Y DDSOY YFHEDTGVT YGLHSTETI T TG FOFNCHY LV LPSGHY

ARE A FAAFF BB AE A F ok d B bl bbb bk : kb 3 biii:*i‘:l‘*‘:i*“"‘

LAISHELLLTVETEAICLNERKDET BVOVVDEAWNHARDS DHM TR
LAISHELLLTVETKALCLNERKDETEVOVVDSRWHNARQS DM TR
LAISHELLLTVPTEAICLNERKDFTPVOVVDS RWNHARDS DEMTA
LALISHELLLTVFTRAICLHNKREDFTEVQVVDSRWHNARQS DMMTR
LAISHELLLTVPTEAICLHEREKEVET FVOVVDSRWNNAROS DNMT R

R E kSR AR B AR R hkER kAR R AR Rk Rk b
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